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1. Abstract 
 
Nel corso di questo lavoro è stato ottimizzato un metodo per ottenere –mediante idrolisi 
acquosa- campioni di DNA danneggiati in maniera controllata (r
2
= 0.997). Uno di 
questi campioni, denominato trial sample (TS), veniva sottoposto ad un esperimento 
inter-laboratorio (n=25) nel corso del quale ogni partecipante doveva fornire dati relativi 
alla quantificazione del campione ed al suo l’assetto genotipico. 
L’impiego della qPCR ha dimostrato che, in campioni danneggiati, è possibile fornire 
solo una indicazione che è relativa (ed inversamente proporzionale) alla lunghezza 
(r
2
=0.891) della regione target. Circa i genotipi forniti, veniva osservato che, a causa di 
un’elevata frequenza di artefatti di PCR, l’esecuzione di un basso numero di tre repliche 
(≤ 3) può portare ad errori (n=4). Lo sviluppo del metodo “consensus TSPV”, invece, 
eliminava tali errori di genotipizzazione.    
L’utilizzo di tale metodo di “consensus” ha dimostrato che, per campioni degradati ed in 
condizione di Low Copy Number (≤  96 pg/PCR), neanche l’esecuzione di sette repliche 
mette totalmente al riparo da errori di genotipizzazioni. Anche la tecnologia Illumina di 
Next Generation Sequencing è stata testata mediante un set di campioni danneggiati. 
Pure la fedeltà di questa tecnologia è stata molto influenzata dalla qualità del templato. 
Il “consensus TSPV”, inoltre, evidenziava che errori di genotipizzazione possono 
emergere quando vengono eseguite due sole repliche.  
Il maggiore limite dell’analisi forense sembra derivare proprio dall’elevatissima 
sensibilità analitica oggi ottenibile. 
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2. Introduzione 
La Genetica Forense è un ramo delle Scienza Forense che, mediante 
l’applicazione di tecniche e protocolli di biologia molecolare, identifica singoli 
individui a partire da campioni biologici quali, ad esempio, una traccia raccolta in una 
scena del crimine. Inoltre è possibile stabilire o escludere un rapporto genitoriale in casi 
d’accertamento di paternità. 
Prima dell’introduzione delle tecniche di manipolazione del DNA, 
l’identificazione personale veniva effettuata attraverso la caratterizzazione dei 
polimorfismi proteici umani. In particolare, venivano analizzati i sistemi ABO, Rh e 
HLA utilizzando tecniche immunologiche ed elettroforetiche. Tuttavia, tale metodica 
offriva scarsi risultati soprattutto nella tipizzazione di macchie di sangue, in quanto le 
proteine vanno incontro a degradazione alquanto velocemente. 
Nel 1985 [Jeffreys A.J et al. 1985]
a 
 Alec Jeffreys scopre la tecnica del DNA 
fingerprinting basata sulla caratterizzazione di sequenze di DNA altamente 
polimorfiche. L’impatto di tale scoperta sull’identificazione personale nelle 
investigazioni criminali e nei test di paternità forensi è stato fondamentale e rimane una 
delle applicazioni meglio conosciute della genetica molecolare umana [Jeffreys A.J et 
al. 1985]
b
. 
La svolta decisiva nella Genetica Forense è stata determinata 
dall’introduzione della tecnica di PCR ( Polymerase Chain Reaction) sviluppata da 
Mullis nel 1983 [Mullis K.B et al. 1986; Mullis K.B et Faloona F.A 1987]. A partire 
dagli anni 90’ in poi questa metodica è utilizzata di routine nella caratterizzazione 
forense, in quanto aumenta di moltissimo la sensibilità analitica. Conseguentemente, la 
caratterizzazione dei polimorfismi proteici sono stati progressivamente abbandonate e 
sostituite con le nuove tecniche molecolari, considerando anche che i primi erano più 
costosi in termini di tempo e soldi. Inoltre, richiedevano una maggiore quantità di 
materiale biologico. 
 
2.1 I polimorfismi del DNA utilizzati in Genetica Forense 
Dal sequenziamento del genoma umano, è emerso che solo l’1,5% del DNA 
è composto da regioni codificanti mentre il restante 98,5% è rappresentato da sequenze 
non codificanti. Di quest’ultima porzione, il 23% è composto da introni ed il rimanente 
75% è interposto tra geni diversi. Le sequenze non codificanti possono essere presenti 
sia in singola copia che in copie multiple. In totale, il DNA ripetuto costituisce più del 
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50% dell'intero genoma [International Human Genome Sequencing Consortium Nature 
2004]. A differenza delle sequenze codificanti, che avendo un ruolo funzionale sono 
altamente conservate, nelle sequenze non codificanti tale pressione conservativa appare 
assente ed eventi di mutazione sostengono l'aumentare delle differenze inter–individuali 
che spesso non hanno alcuna influenza sul fenotipo [Fowler J.C. et al., 1988]. Tuttavia, 
è utile sottolineare che la maggior parte del materiale genetico umano (più dell' 99,5%) 
non varia tra gli individui; conseguentemente, solo una piccolissima frazione del nostro 
genoma, inferiore allo  0,5%, è soggetto a variabilità. Questa minima dose di variabilità 
rende unico ogni individuo e mediante la sua l'analisi è possibile utilizzare tale 
informazione per l'identificazione personale. 
Una parte della variabilità contenuta nel DNA può essere meglio definita 
mediante il concetto di polimorfismo: una sequenza di DNA viene definita polimorfica 
quando sono presenti almeno due forme alleliche nella popolazione di riferimento, delle 
quali la meno frequente è presene con una frequenza maggiore o uguale all'1%. Nel 
caso in cui la frequenza di un allele nella popolazione sia inferiore all'1%, questo viene 
definito come una variante rara. 
In particolare, in Genetica Forense i polimorfismi del DNA vengono 
utilizzati per l'analisi d'identificazione personale.  Il grado di discriminazione dei 
polimorfismi utilizzati per tale analisi è basato sul loro potere di distinguere due 
individui in una popolazione. Questa facoltà è strettamente associata al numero di alleli 
caratterizzanti il locus e alla loro distribuzione nella popolazione. Regioni caratterizzate 
da polimorfismi sono diffusamente disperse sugli autosomi, sui cromosomi sessuali e 
nel DNA mitocondriale. 
 Esistono due categorie di polimorfismi del DNA, basate sul meccanismo 
molecolare che da origine a tale variabilità: polimorfismo di sequenza e polimorfismo di 
lunghezza. 
 Il primo, noto anche come SNP (Single Nucleotide Polymorphism), deriva 
da una sostituzione nucleotidica che determina delle differenze tra due sequenze di 
DNA omologhe. Tale sostituzione, può derivare da una transizione, trasversione, 
inserzione o delezione di una singola base. Gli SNPs producono fondamentalmente 
polimorfismi biallelici e forniscono, quindi, un’ informazione limitata per 
l'identificazione personale. Al fine di ottenere un potere discriminativo sufficiente per 
l'identificazione personale, quindi, è necessario analizzare un set composto da cinquanta 
SNPs [Sanchez J.J. et al. 2006]. 
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Il secondo, il polimorfismo di lunghezza, o VNTRs (Variable Number of 
Tandem Repeats), è costituito da un numero variabile di sequenze di DNA ripetute in 
tandem e, quindi caratterizzato da forme multialleliche, ciascuna definita dalla 
lunghezza variabile della sequenza e dal suo peso molecolare (meglio definibile dal 
numero di ripetizioni). I VNTRs sono divisi ulteriormente in due categorie, basate sulla 
dimensione della sequenza ripetuta: i minisatelliti sono caratterizzati da ripetizioni in un 
intervallo che va dalle 16 alle 70 bp, ed i microsatelliti, o STRs ( Short Tandem Repeat) 
con un intervalo di ripetizioni che va da 2 a 6bp [Weber J.L. et al., 1989; Beckman J.S. 
et al., 1992; Hearme et al., 1992]. 
Attualmente gli STRs sono i marcatori designati in Genetica Forense. Il loro 
elevato grado di polimorfismo e l’alto tasso di eterozigosità fanno di questi quelli di 
maggiore utilizzo, sia nelle indagini criminali per l'identificazione personale che nei test 
di paternità. 
Uno dei parametri presi in considerazione nella scelta degli STRs utilizzati 
per scopi identificativi è il potere di discriminazione (PD) che dipende dal numero delle 
forme alleliche e dalla loro distribuzione nella popolazione. Il PD rappresenta la 
probabilità percentuale a priori che due individui scelti a caso nella popolazione 
presentino genotipi diversi. L'altro criterio per la scelta dei marcatori STRs è la loro 
stabilità e questa viene valutata mediante il tasso di mutazione che, in media, risulta 
essere 2x10
-3
, per gamete, per generazione [Brinkmann B. et al., 1998]. 
Un aspetto importante degli STRs è la lunghezza degli amplificati dei 
prodotti di PCR (normalmente inferiori alle 400 bp) che permette la tipizzazione di 
“DNA forense” (fDNA), che consiste spesso in DNA frammentato e/o degradato. 
Inoltre, è possibile amplificare più sistemi microsatelliti contemporaneamente, mediante 
l'allestimento di PCRs-multiplex, che permettono la genotipizzazione in breve tempo e a 
costi contenuti, anche a partire da quantità di DNA limitati. Ne è un esempio, la 
tipizzazione di cellule epiteliali depositate su un oggetto in seguito a contatto. 
Nel 1990 l’FBI (Federal Bureau Investigation) sponsorizza il primo progetto 
per l’identificazione di un set di STRs utili per la creazione di un data base di DNA 
nazionale noto come CODIS (Combined DNA Index System) 
(http://www.fbi.gov/about-us/lab/biometric-analysis/codis). In accordo con questo 
standard, sono stati selezionati 13 loci STR che presentavano un elevato potere 
nell’identificazione personale, cioè CSF1PO, FGA, TH0,1 TPOX, VWA, D3S1358, 
D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11 insieme al locus 
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Amelogenina utilizzato per l’identificazione sessuale [Budowle B. et al., 1999]. Questi 
marcatori sono ubicati in regioni cromosomiali non associate a geni coinvolti in malattie 
note. Inoltre, sono sparsi sui diversi cromosomi permettendo l’assortimento 
indipendente degli alleli e facilitando il calcolo della valutazione statistica del profilo 
ottenuto [Brinkmann B. et al., 1996; Pascali V.L. et al., 1991]. La tipizzazione genetica 
dei 13 marcatori CODIS consente di distinguere ed identificare, su basi statistiche, ogni 
singolo individuo nella popolazione Nord Americana. 
Più recentemente, l’European Network of Forensic Science Istitute   
(ENFSI) e l’European DNA Profiling Group (EDNAP) hanno selezionato un set di 17 
loci STR, che per la maggior parte sono sovrapposti ai CODIS e definiscono l’European 
Standard Set (ESS). La posizione cromosomica di detti marcatori sono rappresentate in 
Figura 1 insieme al marcatore per l’identificazione del sesso  Amelogenina. 
 
Fig.1 European Standard Set core di marcatori genetici. 
 
 
2.2 Interpretazione e valutazione dei profili genetici. 
Il profilo genetico di un determinato campione biologico è raffigurato da un 
elettroferogramma che rappresenta una raccolta di picchi elettroforetici corrispondenti 
ai genotipi che caratterizzano ogni locus investigato. Un esempio di tale risultato 
analitico e mostrato in Figura 2, dove i genotipi sono indicati da numeri sotto i picchi ed 
i corrispondenti marcatori STR sono indicati nelle caselle grigie sopra i picchi. 
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 Fig.2 Elettroferogramma di un profilo genetico individuale. 
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Lo stesso profilo genetico, inoltre, può essere rappresentato mediante una 
tavola sinottica come quella sottostante: 
 
Locus Genotype 
Amel. XX 
D3S1358 16-17 
TH01 8-9 
D21S11 29-30 
D18S51 17-20 
D10S1248 14-14 
D1S1656 15.3-16.3 
D2S1338 19-23 
D16S539 9-11 
D22S1045 14-15 
vWA 18-20 
D8S1179 13-13 
FGA 21-24 
D2S441 10-14 
D12S391 16-17 
D19S433 9-18.2 
Se33 16-19 
Tab.1 Profilo genetico rappresentato da una tavola sinottica. 
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L’interpretazione e valutazione di un profilo genetico sono punti cruciali 
sotto il risvolto forense. Questi si basano sul confronto del profilo genetico ottenuto da 
un reperto con quelli dei campioni di riferimento, come ad esempio il DNA della vittima 
o del sospettato. I profili genetici vengono confrontati come mostrato nel seguente 
esempio: 
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Stain1 XX 14-18 14-13 17-20 15-15 10-10 18-19 16-17.3 13-15 11-14 6-9 16-17 29-30 
Stain2 XX 14-18 14-14.2 17-20 15-15 10-12 14-18 16-16 13-17 10-13 9-9.3 16-16 28-29 
 
Dal confronto tra i due profili si evince che le tracce derivano da due 
individui distinti, nonostante alcuni marcatori condividano lo stesso genotipo. Di 
conseguenza, si deve concludere che il soggetto femminile che ha contribuito alla 
traccia 1 non è lo stesso dal quale deriva la traccia di riferimento 2. 
Sul fronte opposto, se i profili delle tracce e quelli dei campioni di 
riferimento coincidono perfettamente, come descritto nell’esempio successivo, tale 
concordanza deve essere valutata statisticamente, il calcolo è basato sulla frequenza del 
profilo genetico nella popolazione. 
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Stain3 XY 18-19 13-13 17-25 15-15 12-14 13-16 16.3-17.3 16-16 11-14 7-9 14-17 29-32.2 
Stain4 XY 18-19 13-13 17-25 15-15 12-14 13-16 16.3-17.3 16-16 11-14 7-9 14-17 29-32.2 
Freq 
genotipo 
 0.006 0.078 0.042 0.147 0.012 0.037 0.010 0.024 0.212 0.064 0.051 0.049 
Freq 
combinata 
1.04397 E-17 
1 sogg su: 95.788.025.008.687.200 
 
Ciò che deve essere calcolato è la probabilità di eguaglianza (Match 
Probability: MP), ovvero, la probabilità che due individui non imparentati possano, 
casualmente, condividere lo stesso profilo genetico. Questo calcolo è basato sulla 
distribuzione delle frequenze alleliche nella popolazione generale. Nel esempio 
precedente, tale valore viene riportato nella terza riga per ogni marcatore (frequenza 
genotipica). Tutte queste singole probabilità sono quindi considerate assieme, portando 
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ad una probabilità genetica combinata, vale a dire, la possibilità di trovare quel 
particolare profilo genetico, nella popolazione. 
Nella fattispecie, la probabilità di trovare casualmente nella popolazione 
generale un altro individuo che condivida le stesse caratteristiche genetiche osservate 
nelle tracce 3 e 4 può essere calcolata come una su 95.788.025.008.687.200, cioè un 
individuo su 96 milioni di miliardi. 
Un ulteriore approccio statistico per rappresentare la compatibilità genetica 
è il rapporto di vero somiglianza (Likelihood ratio: LR) dato dal inverso della frequenza 
di un determinato genotipo nella popolazione. Il rapporto di verosomiglianza, chiamato 
anche peso dell’evidenza (Weight of evidence: WE), confronta due ipotesi, quella 
dell’accusa contro quella della difesa, che si escludono a vicenda. Tanto maggiore è il 
valore di LR, tanto maggiore è la forza dell’evidenza per l’identificazione rispetto 
l’ipotesi opposta, ovvero, una corrispondenza o eguaglianza casuale. 
Se, ad esempio, LR=1x10
9
, significa che è un miliardo di volte più 
verosimile che l’indagato abbia contribuito alle tracce biologiche nella scena del 
crimine rispetto all’ipotesi opposta (ossia che appartengano ad un individuo 
sconosciuto, diverso dall’indagato). 
 
 
             LR= 
 
 
 
 
 
 
In generale, però, al fine di dimostrare che il materiale biologico raccolto 
nella scena del crimine appartiene a un individuo in particolare, è necessario 
determinare la frequenza del genotipo nella popolazione. In quanto, non si può 
escludere il fatto che la compatibilità tra il profilo della prova biologica e quello di un 
dato soggetto possa essere semplicemente casuale. Tuttavia, più raro è un determinato 
profilo, più improbabile sarà che una persona diversa dal sospettato possa aver 
contribuito alla prova biologica. 
La standardizzazione dei metodi ed i controlli di qualità (prove valutative) 
rappresentano i requisiti fondamentali per l’ammissibilità, quale prova, in un contesto 
forense. A tale proposito, diverse organizzazioni internazionali elaborano 
Hp: il sospetto è il condannato 
HD: un'altra persona è il condannato 
 
LR= 1,04397 x 109 
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raccomandazioni per il corretto utilizzo dei marcatori genetici in ambito forense [Bär W. 
et al., 1997; Gusmano L. et al., 2006; Carracedo A. et al., 2000]. Ne è un esempio 
l’International Society for Forensic Genetics (ISFG, www.isfg.org). In Italia, tale 
compito è svolto dal GeFI (Genetisti Forensi Italiani, www.gefi-isfg.org),  che è 
ovviamente affiliata all’ ISFG. 
 Molti gruppi di ricerca come l’ENFSI (European Network of Forensic  
Science Istitutes), SWGDAM (Scientific Working Group on DNA Analysis Methods) 
and EDNAP (European DNA Profiling Group) lavorano  nell’armonizzazione delle 
tecnologie di tipizzazione del DNA nel ambito dell’investigazione forense. Attraverso la 
verifica dell’efficienza delle tecniche e la loro riproducibilità, sviluppano dei 
suggerimenti che vengono poi pubblicati da riviste forensi (Dixon L.A. et al., 
2006;Welch L.A. et al., 2012; SWGDAM Interpretation_  Guidelines 2010). 
 
2.3 Degradazione del DNA e fedeltà della reazione di PCR 
L'acido desossiribonucleico o deossiribonucleico (DNA), è una 
macromolecola, composta da due polimeri di nucleotidi avvolti su se stessi a creare una 
doppia elica. Le due eliche sono tenute insieme da legami idrogeno, che da un punto di 
vista chimico, sono legami deboli. Ogni nucleotide è costituito da uno scheletro 
laterale, che ne permette il legame covalente con i nucleotidi adiacenti, e da una base 
azotata, che instaura legami idrogeno con la corrispondente base azotata presente sul 
filamento opposto. Il composto organico formato da una base azotata legata allo 
zucchero è definito nucleoside; un nucleotide è invece un nucleoside a cui sono legati 
uno o più gruppi fosfato. I vari nucleotidi differiscono solo rispetto alla base azotata, 
che è un composto organico di carattere basico. Le quattro basi che sono presenti nel 
DNA sono divise in purine: adenina (abbreviata con la lettera A) e guanina (G), e 
pirimidine: citosina (C) e timina (T). 
Quando si considera la struttura e la composizione degli acidi nucleici, è 
necessario comprendere che la molecola di DNA può essere alterata nella sua struttura 
primaria da processi di lisi enzimatica, che portano alla frammentazione della doppia 
elica, e da reazioni chimico-fisiche che inducono la degradazione delle nucleobasi. Ne è 
un esempio, il DNA ottenuto dai campioni forensi che, talora, può essere danneggiato 
nella sua struttura molecolare a causa del decadimento spontaneo nei tessuti post-
mortem e/o di una cattiva conservazione. 
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La morte cellulare avviene attraverso due percorsi distinti: l'apoptosi e la 
necrosi. Questi sono determinati sia da fattori interni che esterni alla cellula, nonché dal 
tipo di tessuto coinvolto e dal suo stadio di sviluppo. Il processo apoptotico, o di morte 
cellulare programmata, è caratterizzato dal addensamento del citoplasma, dalla 
frammentazione del nucleo e da una marcata degradazione dei cromosomi in oligomeri 
costituiti da circa 180 basi, eseguito da nucleasi endogene. La concentrazione 
intracellulare di ATP rimane stabile durante tutta la durata dell'apoptosi (che è ATP-
dipendente). 
Viceversa, la necrosi è un processo degenerativo che coinvolge l'alterazione 
di uno stato omeostatico ed il collasso metabolico della cellula con il crollo conseguente 
della concentrazione intracellulare di ATP. A livello morfologico, si osserva un aumento 
del volume cellulare ed il rigonfiamento degli organelli citoplasmatici mentre; nel 
nucleo, la cromatina appare condensata. La necrosi  porta alla rottura delle membrane 
cellulari causando il rilascio di enzimi catabolici dagli organelli cellulari.  Il processo 
necrotico è favorito da condizioni ambientali estreme, come ad esempio, l'elevata 
temperatura, la carenza di ossigeno nonché dall'azione di sostanze tossiche. Tutto ciò 
porta ad una degradazione del tutto casuale della molecola del DNA. Questa 
degradazione viene effettuata da enzimi intracellulari come nucleasi, lipasi, diversi tipi 
di proteasi e di enzimi liposomiali idrolitiche rilasciati in seguito alla rottura della 
membrane, quest’ultima determinata da fosfolipasi che sono a loro volta attivate da un 
incremento dei ioni Ca
2+ 
nel citosol [Alaeddini R. et al., 2010]. Inoltre, nucleasi esogene 
rilasciate da microrganismi presenti nell'ambiente possono anche contribuire alla 
frammentazione del DNA. Infatti, il 70% dei batteri presenti nel terreno contengono 
nucleasi. 
I campioni biologici forensi sono sottoposti naturalmente a vari livelli di 
degradazione enzimatica, spesso promosse da contaminazione batterica o fungina. In 
aggiunta, i substrati biologici sono incline a diversi gradi di danneggiamento, derivante 
sia dall'età dei campioni raccolti o da fattori ambientali come la luce, raggi UV, umidità, 
alte temperature; e nei casi di analisi di resti umani, dalle caratteristiche acide o basiche 
del terreno [Capelli C. et al., 2003]. Scarse sono le condizioni ambientali in grado di 
preservare o proteggere i substrati biologici dalla degradazione da parte di 
microorganismi; questo è il caso delle cellule inglobate in una matrice bio-minerale 
come quella delle ossa. Questa situazione spiega la maggiore stabilità del DNA nel 
tessuto scheletrico rispetto ai tessuti molli. Per di più, la conservazione dei campioni in 
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un ambiente secco limita la degradazione delle molecole di acido nucleico. Infine, i 
valori di temperatura (bassa e costante) e di pH (neutri o lievemente alcalino) sono 
fondamentali nel determinare la persistenza dalle molecole di DNA [Alaeddini R. et al., 
2010]. 
Il DNA forense (fDNA) può essere definito come qualsiasi materiale 
genetico ottenuto da campioni con le seguenti caratteristiche principali: 
 non costituiti da prelievi biologici effettuati da individui vivi, 
 rappresentati da tracce di origine biologica come sangue, sperma, saliva, urina o 
          cellule epiteliali raccolte sulla scena del crimine; 
 non sottoposti immediatamente ad analisi genetica; 
 non conservati immediatamente ad una temperatura inferiore a -20°C. 
Lo step fondamentale nell'analisi del DNA per l'identificazione forense è 
costituito dall'amplificazione del DNA mediante la reazione di PCR. E' da sottolineare 
che l'affidabilità dei risultati viene influenzata da diversi fattori, tra questi un ruolo 
preponderante è svolto dalla integrità del templato, cioè il filamento di DNA che viene 
copiato durante la reazione di replicazione in vitro eseguita della Taq polimerasi. Questa 
enzima non mostra la capacità di correzioni degli errori durante l'incorporazione dei 
nucleotidi, dando origine ad un tasso di errore pari a un nucleotide su 1x10
-4
- 1x10
-5
. 
Inoltre, il tasso di errore è influenzato dalle condizione della reazione, la temperatura, la 
concentrazione di ioni Mg
2+ 
e quella di dNTPs. Inoltre, l'inibizione, prodotta dalla 
presenza di sostanze co-estratte con il campione come l'emoglobina, melanina, 
collagene ed altri polisaccaridi complessi, urea e ioni calcio, causa un amplificazione 
parziale con la conseguente perdita di loci o nessuna amplificazione a fatto. 
 
2.3.1 Reazioni biochimiche di modificazioni del DNA 
Nel fDNA, si verificano diverse modificazioni chimiche della struttura 
primaria del DNA che si ripercuotono sulla fedeltà di replicazione mediante PCR, e di 
conseguenza sulla affidabilità dei profili genetici. Di seguito, vengono descritte le 
principali modificazioni chimiche del fDNA: 
- L'idrolisi del legame N-glicosidico coinvolge la rottura del legame tra il C1 
del 
desossiribosio e la base azotata. In tale caso, nella molecola di DNA si ha la formazione 
di un sito apurinico/apirimidinico (AP). Sia la degradazione del templato, che la 
presenza di siti A-P producono il fenomeno di “jumping PCR”, cioè, quando la Taq 
polimerasi trasla, o salta, da un filamento di DNA danneggiato all'altro. In questo modo, 
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vengono generati alleli “chimera” artificiali, diversi da quelli attesi del campione 
biologico originale [Pääbo S. et al,.1990]. In corrispondenza di questi ultimi, la Taq 
polimerasi, potrebbe incorporare il nucleotide sbagliato [Hofreiter M. et al., 2001]. 
Inoltre, i siti AP possono facilitare riarrangiamenti chimici che portano alla rottura del 
filamento di DNA [Pääbo S. et al., 2004]. 
- L'idrolisi del legame fosfodiesterico tra il C2 del desossiribosio ed il C3 
del nucleotide 
successivo determinala rottura della doppia elica di DNA. L'accumulo di questi eventi 
porta alla frammentazione della molecola di DNA, ciò, interferisce progressivamente 
con il normale processo di amplificazione mediante PCR [Hoss M. eet al., 1996]. 
L'idrolisi, è quindi, una delle modificazioni più frequenti nel fDNA, e può essere 
causato da processi enzimatici che iniziano dopo la morte cellulare come da processi 
non enzimatici. Nella velocità dell'idrolisi del DNA incidono il pH e la concentrazione 
di ioni Ca
2+ 
e Mg
2+ 
. 
- Il danno ossidativo, provoca la modificazione delle basi azotate mediante la loro la 
deamminazione, ossia, la perdita del gruppo ammino. Questo è promosso dal perossido 
d'idrogeno (H2O2) e dai radicali liberi dell'ossigeno, inoltre, avviene anche in presenza 
di ioni metallici come il ferro ed il rame. Come illustrato in figura 3, la deamminazione 
ossidativa delle basi trasforma l'adenina in ipoxantina, la citosina in uracile, la guanina 
in xantina e la 5-metil citosina in timina. [Pääbo S. et al., 2004]. 
 
 
 
Fig.3 Deamminazione ossidativa delle basi azotate. 
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Nella deamminazione ossidativa, la conseguenza sulla replicazione del filamento di 
DNA, ancora una volta, è l'incorporazione di una base mancata dovuta ad un incorretto 
appaiamento delle basi. Fino ad arrivare ad un blocco totale della sintesi. 
La  componente ultravioletta della luce solare è in grado di modificare la 
molecola di DNA. I raggi UV promuovono la fusione di due gruppi etilene per formare 
un anello ciclo-butano. Nella cellula questo accade tra due basi pirimidiniche adiacenti, 
formando i sopraccitati anelli, chiamati normalmente dimeri. Il secondo tipo di dimero 
pirimidinico è chiamato fotoprodotto 6-4, questo, porta alla formazione di una piega 
nella doppia elica del DNA, che blocca poi l'attività della Taq polimerasi [Nelson D. L., 
2002]. 
 
Fig.4 Dimero di timina e fotoprodotto 6-4. 
 
Infine, le modificazioni strutturali del fDNA a carico della formaldeide, 
sostanza comunemente utilizza per il fissaggio dei tessuti ottenuti da biopsie e/o 
autopsie, devono essere menzionate. Il DNA estratto da tessuti fissati in formalina è 
modificato dall'interazione dai gruppi aldeide con i monomeri nucleotidici. Questo, 
provoca la formazione di derivati metilene delle purine che bloccano la 
polimerizzazione [Gilbert M. T. et al., 2007]. 
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Nella seguente Tabella 2 sono elencate le reazioni biochimiche che 
modificano strutturalmente la molecola di DNA ed i rispettivi effetti sulla reazione di 
PCR. 
Reazione Biochimica Modificazione del DNA – effetto sulla PCR 
Idrolisi del legame N-glicosidico 
Siti Apurinici - Apirimidinici (AP) 
Frammentazione del DNA - Incorporazione errata 
delle basi 
Idrolisi del legame fosfodiester Frammentazione del DNA 
Deamminazione ossidativa 
Incorporazione errata delle basi - Filamento di DNA 
non amplificabile 
Deamminazione idrolitica Incorporazione errata delle basi 
Prodotti di Maillard Filamento di DNA non amplificabile 
Dimero di timina e prodotti da raggi UV Filamento di DNA non amplificabile 
Prodotti della formaldeide Filamento di DNA non amplificabile 
Tab. 2 Reazioni di modificazione del DNA con i rispettivi effetti sulla reazione di PCR. 
 
2.4 Instabilità dei profili genetici 
L'affidabilità della caratterizzazione genetica ricavata dai campioni 
modificati chimicamente è strettamente dipendente dalla fedeltà del processo di PCR 
che, a sua volta, è intrinsecamente assoggettato al grado di danneggiamento del DNA. 
Infatti, tanto maggiore sarà il grado di danneggiamento tanto minore sarà la quantità 
templato idoneo per la replicazione. Inoltre, la probabilità di errore durante i primi cicli 
di PCR è direttamente collegata al numero di molecole di DNA nella reazione ed al loro 
livello di degradazione/modificazione [Eckert et al., 1991]. 
Nelle analisi forensi, accade soventemente che il DNA venga estratto da 
esigue quantità di materiale biologico di partenza. Ne sono alcuni esempi, i singoli 
follicoli piliferi, minuscole gocce di sangue, tracce di saliva e persino oggetti manipolati 
da cui è possibile ricavare solo pochi picogrammi di DNA. In aggiunta, la composizione 
chimica di queste quantità limitate di DNA può essere alterata da più di uno dei processi 
descritti nel paragrafo 2.3. 
L'analisi di quantità cosi limitate di DNA viene chiamata Low Copy 
Number (LCN) DNA typing [Gill P. et al., 2000]. In queste condizioni, si verificano 
variazioni stocastiche in reazioni di amplificazioni differenti (dello stesso campione) 
che producono risultati di replicazione diversi: questi sono definiti profili genetici 
instabili [Whitaker JP et al,. 2001]. Di fatto, questi risultati apparentemente discordanti, 
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derivanti da artefatti di polimerizzazione, non consentono la determinazione univoca del 
profilo genetico di un campione biologico. 
 
2.4.1 Artefatti di polimerizzazione 
Uno degli artefatti di polimerizzazione più frequente è il drop out allelico 
(ADO), consiste nell'amplificazione di uno solo dei due alleli in un genotipo eterozigote. 
Il risultato di questo errore di polimerizzazione è una caratterizzazione inesatta in quel 
dato locus. In questo caso, infatti, un genotipo eterozigote verrà genotipizzato come 
omozigote (Figura 5a). Il fenomeno di ADO può coinvolgere tutti i loci e, in particolare, 
quelli ad alto peso molecolare. Inoltre, la perdita di entrambi gli alleli in un genotipo 
eterozigote, denominata locus out, rende impossibile l’attribuzione del genotipo in un 
determinato locus, come illustrato in Fig.5b. 
 
Fig. 5 a) allele drop out, b) allele locus out 
 
L'altro artefatto di PCR relativamente frequente, noto come allele drop in 
(ADI), consiste nella sintesi, durante la reazione di PCR, di uno o più alleli diversi da 
quelli biologicamente presenti. Nella Fig. 6 è illustrata la presenza di un allele 13 extra. 
 
Locus Drop-out 
Allele Drop-out 
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Fig.6 Allele drop in 
 
Strettamente collegati all'allele drop in sono gli alleli spuri, originati dalla 
presenza di DNA fortemente modificato e sono il risultato del fenomeno di “jumping 
PCR” . Questi alleli sovra numerari possono essere tanti da produrre un ladder, cioè, un 
insieme di tutti i possibili alleli per un dato locus [Pääbo S. et al., 1990]. 
L'amplificazione preferenziale di uno degli alleli in un locus eterozigote 
determina lo sbilanciamento allelico. La sintesi quantitativamente squilibrata degli 
alleli, durante la reazione di PCR, da origine ad ambiguità nell’interpretazioni dei 
profili, come mostrato in Figura 7. 
 
 
 
Fig. 7 Sbilanciamento allelico 
 
Infine, è possibile che in condizioni di LCN le stutter bands (SB), cioè, 
artefatti di polimerizzazione propri della tipizzazione mediante PCR, incrementino il 
loro effetto. Le STs, indicate da frecce rosse in Figura 8, sono artefatti di amplificazione 
distinti da piccoli ampliconi caratterizzati da solo una ripetizione in meno rispetto al 
”vero” allele principale. Normalmente, l’area della SB è circa il 10% di quella del 
l’allele principale. Il fenomeno è dovuto ad una imprecisione dell’attività (slippage) 
enzimatica della Taq polimerase durante la polimerizzazione. Un incremento delle aree 
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delle SBs crea problemi  nell’interpretazione dei profili, in particolare nei campioni che 
presentano profili  misti di DNA.   
 
 
FIG. 8 Incremento delle stutters 
 
 
2.5 Attendibilità dei profili genetici 
Di norma, qualsiasi risultato scientifico ottenuto mediante un test di 
laboratorio deve essere verificato e convalidato. Questo deve essere certo in modo 
particolare per le analisi di DNA forensi a causa dell’impatto che questo tipo d’indagine 
ha sulla società. Inoltre, l'affidabilità dei risultati in Genetica Forense dipende da diversi 
fattori, cominciando dalle modalità di raccolta del campione, da come questo viene 
conservato, proseguendo con le diverse fasi analitiche per finire con le valutazioni dei 
risultati genetici. 
La maggior parte degli artefatti che interessano l'affidabilità dei test genetici 
avvengono durante l'amplificazione del DNA mediante PCR. In questa fase, l'integrità 
del templato è il fattore fondamentale nell’attendibilità dei risultati da fDNA [Fattorini 
et al., 1999]. Si è già discusso, in precedenza, come il DNA estratto da campioni forensi 
possa essere modificato chimicamente o frammentato a causa di reazioni enzimatiche o 
chimiche. Questa condizione è -di per sé- in grado di supportare la genesi di risultati di 
tipizzazione inaffidabili. In pratica, gli artefatti di amplificazione originati durante la 
PCR possono dare luogo a profili genetici non corrispondenti alle caratteristiche 
genetiche reali del campione. Di conseguenza, qualsiasi confronto tra questi “falsi” 
profili e un campione di riferimento porterà ad un’esclusione errata o, meno 
probabilmente, a causa di una compatibilità casuale, ad un’attribuzione sbagliata. 
La contaminazione del campione rappresenta un ulteriore elemento 
determinante per l'attendibilità delle analisi eseguite in Genetica Forense. Questo 
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problema consiste nell'aggiunta di DNA esogeno al campione originale. Ciò può 
accadere durante la raccolta dei campioni biologici; tuttavia, questo rischio è maggiore 
durante le fasi analitiche in laboratorio (estrazione e amplificazione). Per tale motivo è 
fondamentale verificare possibili contaminazioni mediante l'introduzione di una serie di 
campioni di controllo, come i controlli negativi dei reagenti utilizzati per l'estrazione ed 
i controlli negativi dei reagenti utilizzati per la reazione di PCR [Capelli C. et al., 2003]. 
Un metodo per controllare l'attendibilità dei profili genetici ottenuti da 
campioni forensi consiste nell'allestimento di saggi in replicato, finalizzati ad indagare 
la ripetibilità del risultato in reazioni di PCR distinte. Per fare questo, è necessario 
almeno un duplicato di amplificazioni indipendenti [Graham E. A., 2008; Buckleton J., 
2009]. In questo modo, si possono confrontare amplificazioni multipli dello stesso DNA 
estratto per ottenere un profilo “consensus”. Nel quale, gli alleli che si manifestano più 
di una volta sono considerati “attendibili” in quanto sono riprodotti mediante saggi 
separati [Cowen S. et al., 2011]. 
 
2.5.1. Software per determinare il profilo da campioni LCN (Low Copy Number)  
In condizioni di LCN  l’elettroferogmma del campione non riflette la sua 
composizione ciò è dovuto alla formazione di variazioni stocastiche (drop in, drop out, 
sbilanciamento allelico e  stutters) durante l’amplificazione del campione. Questo 
fenomeno introduce un elevato grado d’incertezza e difficoltà nell’interpretazione dei 
profili genetici LCN. Di conseguenza sono stati sviluppati  diversi software di modelli 
probabilistici basati su metodi statistici avanzati che incorporano l’incertezza nei dati. 
LRmix è stato descritto inizialmente da Curran et al, 2005 (http://forensim.r-forge.r-
project.org/) questo software calcola LR (rapporto di verosomiglianza) tenendo in 
considerazione la probabilità di drop in e di drop out allelico. Altri software analoghi 
sviluppati sono likeLDT [Balding D. et al., 2014] e FST [Mitchell et al., 2012 
NYOCME]. Mediante un altra categoria di software LR viene calcolata tenendo in 
considerazione la probabilità di drop in e drop out e le aree dei picchi. I software che 
incorporano questi metodi sono TrueAllele [Perlin M. et al., 2002 Cybergenetics] e 
STRmixTM (http://strmix.esr.cri.nz/ ) sviluppato in ESR (NZ) e Australia.  
 
2.6 Il Next Generation Sequencing (NGS) in Genetica Forense  
Il sequenziamento del DNA secondo Sanger è da moltissimi anni utilizzato 
come metodo di elezione. Da circa una decina di anni sono state sviluppate numerose 
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metodiche alternative di sequenziamento massivo del DNA [McPherson John D., 2014] 
che permettono la rapida acquisizione di dati relativi a Mbp- Gbp. Tali metodiche –
anche se a titolo sperimentale–  sono valutate circa la loro effettiva applicabilità in vari 
ambiti diagnostici, tra cui la Genetica Forense [Yaran Yang et al., 2014]. 
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3. Scopo della Tesi 
 
L’analisi di DNA forensi (fDNA) è caratterizzata dalla presenza di 
danneggiamento molecolare a carico del templato. 
Per tale motivo, nel corso di questo lavoro ci si è posto l’obiettivo di mettere 
a punto un metodo di degradazione in vitro del DNA. Disponendo, quindi, di 
quantitativi  praticamente illimitati di campioni di DNA con stadi di degradazione noti, 
si voleva osservare, attraverso esperimenti intra ed inter-laboratorio, la loro risposta alle 
più comuni metodiche di analisi. 
Attraverso la valutazione dei risultati così ottenuti, si voleva quindi stabilire 
quali potessero essere i criteri da adottare nella fase d’interpretazione dei risultati al fine 
di evitare errori metodologici e/o di genotipizzazione.  
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4. Materiali e Metodi 
 
4.1 Messa a punto del protocollo di depurinazione 
4.1.1 Reagenti e soluzioni standard 
Citosina (C), guanina (G), timina (T), adenina (A), uracile (U), xantina (X), 
ipoxantina (H), 5-mtil-citosina (5-met-C) e 5-bromo-uracile (5-Br.U) sono stati acquisiti 
dalla Sigma (Sigma-Aldrich, MO, USA) con  certificati di purezza al 98% minimo. HCl 
concentrato (37%, w/v), NaOH pearls, sodio tetraidroboraro, sodio fosfato monobasico, 
sodio citrato dibasico, sodio citrato tribasico, Na-acetato pH 7.4, SDS, acido forminco 
(98% W7V) e acqua sono stati acquisite dalla Fluka (Sigma-Aldrich). 
 
4.1.2 Campioni di DNA 
Il campione di DNA prova utilizzato in questo studio (campione TS) è stato 
preparato da buffy coat ottenuto da 500mL di sangue, donato da un soggetto maschile 
volontario inseguito a consenso informato. Il campione è stato scelto in base al suo 
elevato grado di eterozigosità nei loci STR analizzati in questo studio. Il DNA è stato 
estratto mediante incubazione a 37°C per 15 ore in 20mL di Na-acetato 0,2M pH 7,4, 
SDS al 2% e 0,2 mg/mL di proteinaseK. Successivamente purificato mediante 
estrazione con fenolo/cloroformio/Isoamilico (25/24/1) e precipitato con l'aggiunta di 
2,5 volumi di etanolo al 99%. Dopo due lavaggi utilizzando etanolo al 70%, il DNA è 
stato ri-sospeso in 40 mL di acqua. Il dosaggio del campione è stato effettuato mediante 
spettrofotometria agli UV, successivamente diviso in aliquote di 75 ng/ul ciascuna e 
conservate a -20°C. 
I campioni di DNA di controllo è stato estratto da sangue  ottenuto da sette 
volontari in seguito a consenso informato. Con questi campioni è stato creato una banca 
dati di riferimento per verificare se il campione di prova mostrasse caratteristiche fisiche 
e chimiche anomale. 
Il campione quantitativo standard (campione QSS) costituito da DNA 
umano ad alto peso molecolare è stato estratto da 5,0 mL di sangue fresco di un soggetto 
volontario, il quale aveva fornito il suo consenso informato. QSS è stato diluito in acqua 
in concentrazione di circa 35ng/ul (come valutato mediante analisi al Nanodrop), diviso 
in aliquote di 30 µL e conservato a -20°c fino al suo utilizzo. Questo campione è stato 
utilizzato come DNA di controllo non modificato durante l'esperimento. 
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4.1.3 Depurinazione del campione TS 
Le condizioni sperimentali già ben note che portano all'idrolisi del legame 
N-glicossidico erano l'alta temperatura, bassi valori di pH e una concentrazione ionica 
bassa [Lindahl T. et al., 1972; Loeb L. A. 1986; Lindhal T 1982; Nakamura J. et. al., 
1999; Amosova O. et al., 2006]. Tutti questi elementi sono stati presi in considerazione 
per impostare sperimenti preliminari volti alla depurinazione del TS mediante un 
trattamento scalare caldo-acido. Tutte le reazioni di degradazioni sono state effettuate in 
duplicato, utilizzando aliquote di 200µL contenenti 15 µg di DNA ciascuna mediante 
l'aggiunta di 22 µL di tampone Na-citrato a pH 3,0, 4,0 e 5,0 (concentrazione finale 
10mM) ed incubate in un termostato ad acqua a 70°C per due ore. Poiché l'aggiunta di 
tampone Na-citrato a pH 3,0 e 4,0 provocava una degradazione massiccia dei campioni, 
ogni ulteriore trattamento è stato condotto a pH 5,0 per intervalli di tempo da 0,5 a 4 
ore. 
Il protocollo di degradazione è stato poi semplificato sostituendo il 
trattamento caldo-acido con l'idrolisi in acqua in un termostato ad acqua a 70°C, per 
tempi scalari da 0 a 10 ore. In condizioni acquosa, il processo idrolitico è 
significativamente più lento e permette un monitoraggio migliore del grado di 
degradazione del campione. 
Il nuovo protocollo di degradazione utilizza sempre aliquote di 200µL 
contenenti 15mg di DNA, incubate in acqua a 70 °C per 1.0, 2.5, 5.0, 7.5 e 10.0 ore. 
L'esperimento è stato effettuato in triplicato in tre giorni diversi. Per ogni set di idrolisi 
sono stati allestiti due controlli negativi (10 ore a temperatura ambiente). Finito il tempo 
d'incubazione, ogni campione è stato immediatamente centrifugato in colonne filtranti 
Ultracel   3K Amicon Ultra Columns (Millipore, Ma, USA) per 30 minuti a 12.000 rpm. 
Questi dispositivi permettono la separazione di molecole con un peso molecolare 
<3,000 Daltons. In seguito, i campioni filtrati (FS) sono stati raccolti e conservati a -
20°C fino all'analisi mediante Micellar Electrokinetic Chromatography (MEKC). I 
campioni ritenuti (RS) sono stati lavati una volta con acqua, centrifugati a 12.000 rpm 
per 20 min recuperati e conservati secondo indicazioni del produttore. Tutti i campioni 
RS sono stati portati ad un volume finale di 150µL con acqua, divisi in tre provette e 
conservati a -20°C fino ad utilizzo. 
Inoltre, sono stati allestitele seguenti reazioni di controllo: 
- Controlli di ritenzione (CRit), eseguiti con otto aliquote da 200 µL del campione TS 
che sono state centrifugate immediatamente; 
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- Controlli di recupero (CR), eseguiti per verificare il quantitativo di basi libere 
recuperabili. Ciò è stato eseguito aggiungendo 22 µL della soluzione 30 µM TSS 
(equimolare di A, C, G e T) a sei aliquote da 200 µL del campione TS; 
- Bianchi di filtrazione (BF), in cui nessuna componente biologica era presente. 
 
4.1.4 Determinazione del peso dei campioni depurinati 
La determinazione del peso molecolare (MW) dei campioni RS, è stata 
condotta mediante corsa elettroforetica in gel di agarosio 1,2% in presenza di etidio 
bromuro (EtBr 0,5 µg/mL). I marcarori di peso molecolare λ/HindIII, λ/BamHIe Easy 
Ladder (Bioline, UK) sono stati corsi simultaneamente con i campioni. La stima del 
peso molecolare dei campioni è stata eseguita in base al punto di maggiore intensità 
dello smear, e suddivisa in 3 categorie in base alle dimensioni in bp. In seguito vengono  
descritti i criteri di suddivisione: 
+++: per i campioni in cui il punto di maggiore intensità dello smear era posizionato 
sopra le 500 bp; questo intervallo di grandezza è in linea con una tipizzazione del 
profilo STR (100-450 bp) completo. 
++: per i campioni in cui il punto di maggiore intensità dello smear cadeva tra le 250 e 
500 bp; congruente con la tipizzazione del profilo  MiniSTR (100-250 bp) completo e 
con una parziale tipizzazione del profilo STR. 
+:  per i campioni in cui il punto di maggiore intensità dello smear era collocato sotto le 
250 bp; in questo intervallo sono attesi profili parziale sia per gli STR convenzionali che 
per i MiniSTR. 
 
4.1.5 Analisi mediante MEKC 
4.1.5.1 Strumentazione UV/CE e condizioni analitiche 
E' stato impiegato lo strumento MDQ (Beckman Coulter) in condizioni 
analitiche, di seguito brevemente descritte. In sintesi, la lunghezza d'onda di 
rilevamento del sistema CE è stato impostato a 254nm ed è stato utilizzato un capillare 
di silice non rivestito (Lt 
: 57cm; Leff: 50 cm; id: 50 mm). Le corse sono state condotte a 
22 kV per 15 min a 35°C, in una soluzione pH8 contenente sodio tetraborato 0,04M, 
sodio di-idrogeno fosfato 0,08M e tampone SDS 0,25M. Tutti i campioni sono stati 
iniettati  a 70,5 psi per 15 sec (relativo ad un volume d'iniezione di 18nL). L'accuratezza 
del metodo di quantificazione è stato verificato mediante l'analisi di diluizioni 
progressive di TSS (Test Standard Solution, soluzioni equimolari di G, C, A e T)  200, 
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100, 50, 25, 15 e 10 µM in HCl 1%. Lo standard qualitativo (MSM: Master Standard 
Mix)  utilizzato era costituito da U, C, X, G, T, H, 5-met-C e 5-Br-U in HCl 1%. I dati 
grezzi delle corse sono stati elaborati mediante il software Beckman Karat (versione 
5.0). 
 
4.1.5.2 Analisi dei campioni filtrati (FS) e dei campioni ritenuti (RS)    
I campioni FS ottenuti dopo la separazione mediante colonne Ultracel 3K 
Amicon Ultra sono stati essiccati utilizzando un Concentrator 5301 (Eppendorf 
International, Germany) a 60°C, risospesi in 25µL di HCL 1% ed analizzati in corse 
ripetute. I dati grezzi sono stati elaborati successivamente come descritto precedentemente. 
I campioni RS sono stati analizzati in seguito ad idrolisi acida, descritta 
sinteticamente. In breve, è stato utilizzato un protocollo d'idrolisi caldo-acida (170°C 
per 30 min in acido formico al 90%), sono stati impiegati 20 µL di campione RS (pari a 
2 µg) in un volume finale di 600 µL. In ogni gruppo di reazioni è stato introdotto un 
bianco d'idrolisi come controllo, preparato facendo reagire acqua e acido formico (90%, 
v/v). In seguito al trattamento, i campioni sono stati liofilizzati con l'impiego di un 
Concentrator 5301 (Eppendorf International, Germany) a 60°C, risospesi in 25µL di 
HCL 1% con l'aggiunta di 5-Br-uracile 200µM ed analizzati in corse ripetute. 
I valori relativi alle basi di DNA non danneggiate (uDNAb: undamaged 
DNA bases) sono state calcolate con la seguente formula uDNAb=(aC+aG+aT+aA)/a 
Tot meno a5-Br-U), dove a sta per l'area dei picchi di ciascuna sostanza misurata dal 
Karat software e aTot corrisponde all'area totale delle frazioni eluite. 
 
4.1.6 Quantificazione del campione depurinato (RS)     
A tale proposito sono stati impiegati due metodi, uno spettrofotometrico ed 
uno molecolare (real-time PCR). Per il primo è stato adottato uno spettrofotometro  
Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA). E' stata misurata la 
assorbanza a 260nm e 280nm di 1µL di ogni RS in triplicato. 
Il secondo metodo adottato è basato sulla qPCR, tra i diversi kit disponibili 
in commercio, è stato utilizzato il Quantifiler Human DNA Quantification Kit (Applied 
Biosystems, Foster City, CA). Questo kit permette l'amplificazione simultanea di una 
sequenza bersaglio, umano spicifica, lunga 62bp situata dentro il gene (hTERT: 
telomerase reverse trasciptase) e di un sequenza sonda sintetica (IPC: Internal Positive 
Control) che serve a determinare la presenza d'inibitori nella reazione di amplificazione. 
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Il LOQ indicato dai produttori e tra i 24pg ed i 50ng. Nella reazione di amplificazione, 
per ogni RS, è stato impiegato 1µL di diluizioni 1:3 (cioè, 30-36ng per rientrare nei 
limiti di quantificazione del kit), tutte le reazioni cosi come la curva di calibrazione, 
sono state condotte in triplicato utilizzando lo strumento ABI PRISM 7700 (Applied 
Byosistem). Sia il controllo negativo di PCR che i controlli negativi effettuati lungo il 
trattamento sono stati analizzati contestualmente. 
 
4.1.7 Tipizzazione STR del campione TS 
Il profilo genetico del campione di riferimento TS è stato determinato con 
500pg di DNA impegando i seguenti kit multiplex in commercio: PowerPlex® ESX and 
ESI Systems (Promega. USA) e AmpFℓSTR® Identifiler® (Applera, USA). 
 
4.2 Dati richiesti ai laboratori partecipanti nell’esercizio collaborativo 
e valutazione dei risultati molecolare 
Il campione TS assegnato ai laboratori partecipanti (PL) è stato preparato 
partendo da otto aliquote di campione TS ciascuna contenente 15 µg di DNA in 200 µL 
di acqua. Le otto aliquote sono state unite, portate ad un volume finale di 2,4 mL con 
acqua e, quindi, attentamente mescolate. Questa soluzione, chiamata TS, è stata poi 
suddivisa in quaranta provette con 60µL ciascuna. Di conseguenza, ogni provetta 
conteneva un quantitativo nominale di circa 3,0 µg di DNA, corrispondente ad una 
concentrazione di circa 50 ng/µL. Tutti i campioni sono stati conservati a -20°C fino 
all'utilizzo. 
 
4.2.1 Spedizione dei campioni 
I campioni sono stati spediti ai PL in ghiaccio secco mediante posta 
ordinaria. Una volta ricevuto il pacco, il laboratorio, doveva confermare la presenza di 
ghiaccio residuo dentro il contenitore. E' stata adottata questa procedura, in quanto, i 
campioni di DNA danneggiato non sono chimicamente stabili a temperatura ambiente. 
 
4.2.2 Documentazione richiesta ai PLs per la valutazione dei dati 
Ad ogni laboratorio è stato chiesto di fornire i dati relativi alle caratteristiche 
molecolari dei campioni TS e QSS.  A questo scopo, i PLs, potevano liberamente 
scegliere tra i metodi analitici regolarmente impiegati nel lavoro di routine. In fine, è 
stato richiesto di fornire i dettagli delle metodiche adottate per analizzare i campioni e la 
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loro valutazione dei risultati ottenuti. Tutte queste informazioni, dovevano essere scritte 
e trasmesse in un questionario focalizzato sulla valutazione del peso molecolare del 
DNA (MW), sulla quantificazione del DNA e sulla tipizzazione STR. 
 
4.2.2.1 Quantificazione del DNA 
Ai PLs veniva richiesto di dosare la quantità di DNA nei campioni TS e 
QSS. Questi, potevano scegliere di farlo mediante saggi fisici e/o molecolari, riportando 
la descrizione del metodo/i e dello strumento/i utilizzato/i (indicando la fonte 
commerciale), il LOQ, l'r
2
 ed il numero di prove eseguite con relativa media  e 
deviazione standard dei risultati. 
 
4.2.2.2 Amplificazone dei loci STR 
Ciascun laboratorio era chiamato a tipizzare i campioni di DNA scegliendo 
liberamente di utilizzare un singolo kit commerciale e/o un sistema di PCR fatto in casa, 
oppure, qualsiasi combinazione di due o più kit. Il Laboratorio Coordinatore (CL) 
richiedeva una descrizione completa del protocollo di PCR adottato (identificazione del 
kit, numero di cicli di PCR, volume di reazione di PCR e volume di TS amplificato). 
Altri dati importanti richiesti erano, il modello di sequenziatore, il volume di 
PCR caricato nella corsa, il volume di formammide utilizzato per denaturare il 
campione ed i parametri elettroforetici di iniezione (secondi e voltaggio). Per verificare 
la qualità dei risultati, i PLs dovevano inviare al CL, tutti gli elettroferogrami ottenuti 
dai campioni indicando, per ogni amplicone, la chiamata allelica, l'altezza del picco 
(rfu) e la rispettiva area. 
In una seconda fase dell'esercizio, in modo da normalizzare i risultati 
secondo una quantità definita di templato, i PLs dovevano eseguire la tipizzazione in 
replicato (almeno tre reazioni di PCR) con un volume fisso di TS pari a 2µL 
(corrispondenti a circa 91,4ng di DNA, come misurato da Nanodrop) e applicare, 
esattamente, il numero di cicli raccomandati dal produttore. 
Inoltre, veniva chiesto di analizzare, in ciascun set di PCR, 1µL di campione 
QSS diluito 1:70 (circa 550pg di DNA), con la raccomandazione di eseguire anche 
questa analisi in duplicato. 
 
4.2.2.3 Profili STR 
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Nel caso i PLs fossero sicuri sull'identificazione dei genotipi di TS, 
dovevano fornire il profilo STR (completo o parziale), compilando un formulario 
consegnato dal CL. 
 
4.3 Gestione ed analisi dei dati 
4.3.1 Quantificazione del DNA 
I dati sono stati raggruppati secondo il sistema di quantificazione scelto dai 
PLs in un file Excel composto da tre fogli di lavoro. Il primo foglio conteneva i dati 
ottenuti con il metodo spettrofotometrico, il secondo quelli acquisiti mediante qPCR (in 
questo caso, sono stati suddivisi secondo il kit adoperato), mentre l'ultimo conteneva i 
dati ottenuti mediante saggio fluorometrico. 
 
4.3.2 Valutazione dei profili STR forniti dai PLs 
Il CL ha confrontato il profilo STR del campione TS con quelli forniti dai 
PLs. 
 
4.3.3 Realizzazione della banca dati molecolare 
Per la tipizzazione dei campioni, sono stati utilizzati complessivamente 
cinque kit multiplex. Per tanto, ad ogni uno di essi, è stato associato un foglio di lavoro 
Excel nel modo seguente: AmpFℓSTR® Identifiler® (IF), AmpFℓSTR® NGM e 
AmpFℓSTR® NGM Select™ (NGM), AmpFℓSTR® MiniFiler™(MF) (Applied 
Biosystem) e PowerPlex® ESX and ESI Systems (ESX e ESX rispettivamente) 
(Promega). I marcacatori caratterizzati da ogni uno dei kit e le rispettive condizioni 
d'amplificazione sono descritti nelle Tabelle: 3, 4, 5, 6, 7. 
Inizialmente i prodotti di PCR (o ampliconi) sono stati classificati in base 
all'identificazione dell'allele ad un determinato locus mediante il confronto con il 
corrispondente ladder allelico. I prodotti di PCR sono stati identificati come  allele certo 
(TA: “true allele”) o allele fuori ladder (OLA: “off ladder allele”) secondo la chiamata 
allelica automatizzata del Software GeneMapper. La soglia per la chiamata di un allele 
ambiguo è stata fissata a 50 unità di fluorescenza (rfu). Dunque, per ciascuna PCR 
multiplex effettuata con TS, solo i picchi dei TA con area > 50 rfu sono stati immessi nel 
corrispondente foglio di lavoro. Per l'inserimento dei dati molecolari del campione QSS 
è stato adottato lo stesso criterio. 
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4.3.4 Linea guida interpretativa elaborata dal CL per la genotipizzazione dei dati 
molecolari forniti dai PLs 
In modo da analizzare i diversi gruppi di banche dati molecolari contenenti i 
risultati forniti dai PLs, il CL stabilisce una linea guida interpretativa secondo i criteri, 
descritti in seguito, basata sugli approcci composito e consensus [Bright J. A. et al., 
2012],  e da noi chiamato “consensus TSPV”.       
 la soglia analitica è stata fissata a sopra i 50 rfu. Inoltre, è stata impostata una soglia 
stocastica di 150 rfu che definisce il valore sopra il quale è ragionevole assumere che 
non sia avvenuto un drop out allelico [Gill P. et al., 2009; Puch-Solis et al., 2010]; 
 il genotipo per un dato locus è ritenuto corretto (C) se > 50% delle amplificazioni 
ottenute con un singolo kit (o una combinazione di kit) presentano il genotipo atteso; 
 è stato definito nessun risultato (NR) per un dato locus quando > 50% delle 
amplificazioni ottenute con un singolo kit (o una combinazione di kit) mostrano nessun 
risultato di PCR; 
 quando la tipizzazione genetica in un dato locus produce genotipi diversi (fra i quali il 
genotipo corretto atteso viene identificato in ≤ 50% delle amplificazioi) il risultato viene 
considerato inattendibile (U: unreliable), in quanto non è possibile stabilire senza 
ambiguità il genotipo in quel dato locus; 
 il genotipo per un dato locus è ritenuto errato (W) se > 50% delle amplificazioni 
ottenute con un singolo kit (o una combinazione di kit) presentano lo stesso genotipo 
errato; 
 se in diverse amplificazioni per un dato locus viene osservato lo stesso genotipo 
omozigote e l'altezza del picco corrispondente cade nella zona grigia (G: gray zone), 
cioè tra la soglia analitica e la soglia stocastica (51-150 rfu), non può essere escluso il 
drop out di un secondo allele. Proprio per questo motivo, il locus in questione non viene 
considerato nel confronto per evitare conclusioni fuorvianti. 
 
4.3.5 Fedeltà della PCR 
Mediante il confronto dei risultati di ciascuna amplificazione inseriti nella 
banca dati con il genotipo TS di riferimento è stata analizzata la fedeltà della PCR nella 
tipizzazione di TS. Le incongruenze riscontrate per ogni locus sono state raggruppate 
come segue: 
 locus drop out (LDO): nessun TA in un determinato locus; 
 allele drop out (ADO): assenza di uno dei due alleli corretti in un genotipo eterozigote; 
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 aumento della formazione di stutter (ST): TAs caratterizzati da +1 o -1 ripetizioni 
rispetto all'allele giusto , ma con un rapporto delle aree stutter/alelle corretto > 0,15%;   
 allele drop in  (DIA): presenza di TAs aggiuntivi inesatti; 
 sbilanciamento allelico nell'eterozigote (PI: heterozigous peak imbalance): rapporto tra 
l'altezza dei picchi in un genotipo eterozigote < 0,7. 
Gli stessi criteri sono stati adottati per la creazione di dati di riferimento da 
QSS. 
 
4.4 Analisi statistica dei dati 
I dati sono stati raccolti in fogli di lavoro Microsoft Office Excel 2007 ed 
elaborati mediante Excel e R versione 3.0.1 (2013-05-16,Copyright© 2013 The R 
Foundation for Statistical Computing). 
 
4.5 Verifica dell’attendibilità del metodo “consensus TSPV” da campioni 
LCN 
Come rilavabile nei risultati (5.3.2), il lavoro svolto ci ha permesso di 
identificare un metodo di analisi in consensus che è stato chiamato “consensus TSPV”. 
E’ stata quindi verificata l’attendibilità di tale metodo da tre set di campioni TS con 
basse quantità di DNA templato (24, 48 e 96 pg per singola PCR). I dati di PCR così 
ottenuti sono stati quindi utilizzati per un’analisi di simulazione al computer secondo il 
metodo Monte Carlo (vedi sotto). 
 
4.5.1 Campione utilizzato 
E’ stato utilizzato il campione originale RS3 (qui chiamato TS24) che deriva 
dalla parziale depurinazione del campione di DNA umano TSPV2 (qui chiamato TS2). 
Tale campione era stato prodotto mediante incubazione in tampone citrato 10 mM (pH 
5.0) a 70 °C per 2 ore e successivamente conservato a -20 °C. Il campione TS24, 
inoltre, presenta una perdita media delle purine pari a circa il 4.0 % con un rapporto 
UV/RT pari a 7.3±0.8 [Fattorini P. et al., 2011,]. 
   
4.5.2 Amplificazione LCN dei templati depurinati 
Sono stati condotti tre set di amplificazione in condizioni LCN. Più in 
particolare, mediante l’utilizzo dell’approccio multi-tube [Navidi W. et al.,1992.] della 
Fig. 9, sono state preparate 20 reazioni LCN da 24, 48, 96pg ciascuna. Sono stati 
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studiati, attraverso reazioni single-plex, i loci TPOX (112-124bp) 
[http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/str_TPOX.htm] e TH01 (181-197bp) 
[http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/str_TH01.htm] utilizzando primers marcati con 
6-FAM. Sempre sono stati condotti 36 cicli di PCR. Tutte le operazioni sono state 
eseguite sotto cappa sterile con flusso laminare e con materiali irradiati agli UV. Come 
controllo, gli stessi set di PCR sono stati eseguiti sul campione di DNA nativo 
(campione TS2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9. Approccio multi-tube usato in questo studio. Dalla master mix (MM) vengono prelevate 4 
aliquote per l’esecuzione di 4 bianchi di PCR (BC) ed un controllo positivo (PC). Alla mix rimanente (RM) viene 
aggiunto il quantitativo di DNA utile a preparare le 20 reazioni LCN (da 24, 48 o 96 pg ciascuna).  Ogni  reazione 
LCN ha un volume finale di 15 µL, 1.5 mM Mg++ e 0.2 U di TaqI Polimerasi. 
 
 
4.5.3 Analisi qualitativa ai due loci 
I prodotti di sintesi sono stati analizzati mediante sequenziatore automatico 
ABI301 utilizzando il cut-off di 50 rfu. Per ogni set di amplificazione sono stati rilevati 
il numero di reazioni che hanno fornito ampliconi (PCR+), il numero di reazioni che 
hanno fornito sintesi congrue con l’assetto eterozigote (HT) del campione, i drop out 
(DO), i drop in (DI) e gli off ladder allele (OLA).   
 
 
4.5.4 Utilizzo del  metodo “consensus TSPV” sui set di dati generati 
I dati grezzi delle analisi (aree ed rfu) sono stati quindi analizzati mediante 
creazione di fogli Excel. Utilizzando il software Excel abbiamo elaborato un 
programma chiamato “Happyandwarf 3” che, utilizzando i set di dati prodotti, ha 
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estratto in maniera casuale (per 1000 volte) i risultati di due, tre, quattro, cinque, sei e 
sette PCR delle venti eseguite, così ottenendo 21.000 genotipi consensus dal campione 
TS e altrettanti dal campione di controllo. 
 
4.6 DNA degradati in esperimenti NGS (Next Generation Sequencing) 
Nell’ambito di una collaborazione con Diagnostica Genetica dell’A.O-U 
Careggi (Firenze), il set di campioni depurinati in vitro di cui alla sottostante Tabella è 
stato utilizzato per verificare l’attendibilità dei risultati ottenibili mediante tecnologia 
Illumina.  
campione [] UV 260/280 qPCR  UV/RT 
FM-2 38.0±0.8 1.56±0.06 1.305±0.158 29.1 
FM-5 32.9±1.2 1.69±0.06 0.399±0.037 82.5 
FM-3 32.9±0.8 1.69±0.04 0.079±0.006 416.5 
FM-4 38.8±1.0 1.51±0.04 0.045±0.010 862.2 
 
In particolare, è stato testato un kit ancora in fase di sviluppo commerciale 
che permette la contestuale analisi di 63 STR e 95 SNP (vedi Tab. 7/1). Tutti gli 
esperimenti venivano condotti in duplicato secondo le indicazioni fornite ed in presenza 
di un esperto della Illumina che monitorava ogni singolo passaggio analitico. Come 
controllo veniva utilizzato il campione di DNA nativo FM-1. 
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 AmpFlSTR® Identifiler Plus™ AppliedBiosystem  
STR Locus  Label  Chromosomal Location RepeatSequence Size(bp) 
D8S1179  6-FAM 8q TCTA Complex 123-170 
D21S11  6-FAM 21q21.1 TCTA Complex 185-240 
D7S820  6-FAM 7q11.21-22 GATA 255-292 
CSF1PO  6-FAM 5q33.3-34 AGAT 304-341 
D3S1358  VIC 3p21.31 TCTA Complex 111-139 
TH01 VIC 11p15.5 AATG 163-201 
D13S317 VIC 13q22-31 GATA 217-245 
D16S539  VIC 16q24.1 GATA 252-292 
D2S1338 VIC 2q35 TGCC/TTCC 306-359 
D19S433  NED 19q12 AAGG Complex 101-140 
vWA NED 12p12–pter TCTA Complex 153-206 
TPOx NED 2p23-2pter AATG 222-250 
D18S51  NED 18q21.33 AGAA 262-344 
Amelogenina PET Xp22.1–22.3 and Y NA 106X 112Y 
D5S818 PET 5q21-31 AGAT 135-171 
FGA  PET 4q28 TTTC Complex 233-367 
 
PCR Reaction in 25 μL   
AmpFlSTR® Identifiler  Plus™ Master Mix 10.0 μL 
AmpFlSTR® Identifiler Plus™ Primer Set 5.0 μL 
Test DNA sample 1.0 ng of total DNA in 10 μL 
 
PCR cycling conditions for GeneAmp® PCR System 9700 
Initialincubationstep 95°C  11 min 
Cycle (29 cycles)   
Denature 94°C   20 sec 
Anneal/ extension 59°C    3 min 
Finalextension 60°C  10 min 
 
Tab 3 AmpFlSTR® Identifiler™ (Applied Biosystems) 
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STR Locus  Label  Chromosomal Location RepeatSequence Size(bp) 
D10S1248  6-FAM 10q26.3 GGAA 76-117 
vWA 6-FAM 12p12–pter TCTA Complex 153-206 
D16S539  6-FAM 16q24.1 GATA 228-268 
D2S1338 6-FAM 2q35 TGCC/TTCC 289-343 
Amelogenina VIC Xp22.1–22.3 and Y NA 106X 112Y 
D8S1179  VIC 8q TCTA Complex 123-170 
D21S11  VIC 21q21.1 TCTA Complex 185-240 
D18S51  VIC 18q21.33 AGAA 262-344 
D22S1045  NED 22q12.3 ATT 80-113 
D19S433  NED 19q12 AAGG Complex 127-161 
TH01 NED 11p15.5 AATG 181-219 
FGA  NED 4q28 TTTC Complex 233-367 
D2S441  PET 2p14 TCTA 80-104 
D3S1358  PET 3p21.31 TCTA Complex 134-164 
D1S1656  PET 1q42 TAGA Complex 175-221 
D12S391  PET 12q AGAT/AGAC Complex 229-281 
SE33 
*(NGMSelect) 
PET 6q14 AAAG Complex 311-442 
 
PCR Reaction in 25 μL   
AmpFlSTR® NGM™ Master Mix  10.0 μL 
AmpFlSTR® NGM™ Primer Set  5.0 μL 
Test DNA sample 1.0 ng of total DNA in 10 μL 
 
PCR cycling conditions for GeneAmp® PCR System 9700 
Initialincubationstep 95°C  11 min 
Cycle (29 cycles)   
Denature 94°C   20 sec 
Anneal/ extension 59°C    3 min 
Finalextension 60°C  10 min 
 
Tab 4  AmpFlSTR® NGM and NGM SElect™ (Applied Biosystems) 
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  AmpFlSTR® MiniFiler™ PCR AppliedBiosystem    
STR Locus  Label  Chromosomal Location RepeatSequence  Size(bp) 
D13S317 6-FAM 13q22-31 GATA  103-131 
D7S820  6-FAM 7q11.21-22 GATA  150-185 
Amelogenina VIC Xp22.1–22.3 and Y NA  
101X 
107Y 
D2S1338 VIC 2q35 TGCC/TTCC  120-172 
D21S11  VIC 21q21.1 TCTA Complex  187-242 
D16S539  NED 16q24.1 GATA  75-116 
D18S51  NED 18q21.33 AGAA  125-203 
CSF1PO  PET 5q33.3-34 AGAT  86-123 
FGA  PET 4q28 TTTC Complex  150-283 
 
PCR Reaction in 25 μL   
AmpFlSTR® MiniFiler™  Master Mix  10.0 μL 
AmpFlSTR® MiniFiler™  Primer Set  5.0 μL 
Test DNA sample 1.0 ng of total DNA in 10 μL 
 
PCR cycling conditions for GeneAmp® PCR System 9700 
Initialincubationstep 95°C  11 min 
Cycle (30 cycles)   
Denature 94°C   20 sec 
Anneal 59°C   2 min 
Extension 72°C   1 min 
Finalextension 60°C  45 min 
 
Tab. 5  AmpFlSTR® MiniFiler™ (Applied Biosystems) 
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 PowerPlex ESX® 17 System Promega  
STR Locus  Label  Chromosomal Location RepeatSequence Size(bp) 
D18S51  Fluoresein 18q21.33 AGAA 286–366 
D21S11  Fluoresein 21q21.1 TCTA Complex 203–259 
TH01 Fluoresein 11p15.5 AATG 152–195 
D3S1358  Fluoresein 3p21.31 TCTA Complex 103–147 
Amelogenina Fluoresein Xp22.1–22.3 and Y NA 87X, 93Y 
D16S539  JOE  16q24.1 GATA 273–321 
D2S1338 JOE  2q35 TGCC/TTCC 197–269 
D1S1656  JOE  1q42 TAGA Complex 137–184 
D10S1248  JOE  10q26.3 GGAA 83–127 
FGA  TMR-ET  4q28 TTTC Complex 264–410 
D8S1179  TMR-ET  8q TCTA Complex 203–251 
vWA TMR-ET  12p12–pter TCTA Complex 124–180 
D22S1045  TMR-ET  22q12.3 ATT 79–118 
SE33  CXR-ET  6q14 AAAG Complex 267–417 
D19S433  CXR-ET  19q12 AAGG Complex 193–245 
D12S391  CXR-ET  12q AGAT/AGAC Complex 130–182 
D2S441  CXR-ET  2p14 TCTA 88–124 
 
PCR Reaction in 25 μL total reaction volume   
PowerPlex® ESI 5X Master Mix  5.0 μL 
PowerPlex® ESI 17 10X Primer Pair Mix 2.5 μL 
Test DNA sample 0,5 ng of total DNA in 17.5 μL 
 
PCR cycling conditions for GeneAmp® PCR System 9700 
Initialincubationstep 96°C  2 min 
Cycle (30 cycles)   
Denature 94°C   30 sec 
Anneal 59°C   2 min 
Extension 72°C   90 sec 
Finalextension 60°C  45 min 
 
Tab. 6  PowerPlex® ESX 17 Systems (Promega, USA) 
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  PowerPlex ESI® 17 System Promega   
STR Locus  Label  Chromosomal Location RepeatSequence Size (bp) 
D22S1045  Fluoresein 22q12.3 ATT 306–345 
D2S1338  Fluoresein 2q35 TGCC/TTCC 223–295 
D19S433  Fluoresein 19q12 AAGG Complex 163–215 
D3S1358  Fluoresein 3p21.31 TCTA Complex 103–147 
Amelogenina Fluoresein Xp22.1–22.3 and Y  NA 87X, 93Y 
D2S441  JOE  2p14 TCTA 347–383 
D10S1248  JOE  10q26.3 GGAA 286–330 
D1S1656  JOE  1q42 TAGA Complex 226–273 
D18S51  JOE  18q21.33 AGAA 134–214 
D16S539  JOE  6q24.1 GATA 84–132 
D12S391  TMR-ET 12q AGAT/AGAC Complex 291–343 
D21S11  TMR-ET  21q21.1 TCTA Complex 203–259 
vWA TMR-ET  12p12–pter TCTAComplex 124–180 
TH01  TMR-ET  11p15.5 AATG 72–115 
SE33  CXR-ET  6q14 AAAG Complex 309–459 
FGA  CXR-ET  4q28 TTTC Complex 143–289 
D8S1179  CXR-ET  8q TCTA Complex 76–124 
 
PCR Reaction in 25 μL total reaction volume   
PowerPlex® ESI 5X Master Mix  5.0 μL 
PowerPlex® ESI 17 10X Primer Pair Mix 2.5 μL 
Test DNA sample 0,5 ng of total DNA in 17.5 μL 
 
PCR cycling conditions for GeneAmp® PCR System 9700 
Initialincubationstep 96°C  2 min 
Cycle (30 cycles)   
Denature 94°C   30 sec 
Anneal 59°C   2 min 
Extension 72°C   90 sec 
Finalextension 60°C  45 min 
 
Tab. 7 PowerPlex® ESI 17 Systems (Promega, USA) 
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Tab. 7/1  Esempio del print-out del sistema NGS (Illumina) 
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5. Risultati 
5.1 Cinetica di depurinazione 
La percentuale di purine rilasciate nel FS è stata calcolata mediante MEKC 
[Fattorini et al., 2011]. I dati ottenuti sono illustrati di seguito (Tabella 8 e Figura 10):  
Set 
Incubation 
at 70 °C 
(hours) 
(n) % ril G % ril A MW OD260/OD280 
qPCR 
(ng/μL) 
UV/RT 
RS 0 0 6 < LOD < LOD - 1.64±0.03 37.95±6.11 (14) 0.91±0.07 
RS 1 1.0 3 1.0±0.2* 0.6±0.1* +++ 1.61±0.01 24.74±4.98 (9) 1.53±0.23 
RS 2.5 2.5 3 2.8±0.2 2.1±0.3 +++ 1.62±0.01 11.52±4.81 (9) 2.75±0.85 
RS 5 5.0 3 5.2±0.5 3.9±0.4 ++ 1.61±0.02 3.11±1.19 (9) 10.98±1.11 
RS 7.5 7.5 3 7.4±0.5 5.3±0.4 + 1.61±0.03 0.74±0.05 (9) 43.16±0.63 
RS 10 10.0 3 10.4±0.6 7.3±0.7 + 1.59±0.05 0.22±0.03 (9) 204.95±81.00 
Tab. 8 Serie di campioni analizzati. n: numero di campioni trattati; %rG e %rA: media % di G e 
A rilasciate dai campioni, rispettivamente. Questi dati sono i risultati dell'analisi in duplicato di 
ciascun FS mediante MECK (vedere avanti per maggiori dettagli); MW: peso molecolare (-: 
nessuna diminuzione del peso molecolare; simbologia in metodi 4.1.4); OD260/OD280: rapporto 
spettrofotometrico trovato in RS; qPCR: quantità di DNA rilevata mediante il kit Quantifiler 
utilizzando 1 µL di una diluizione 1:30 di ogni RS (valori medi ±  deviazioni standard; in parentesi 
il numero di repliche); UV/RT: rapporto ottenuto mediante spettrofotometria UV e qPCR (valori 
medi ± intervalli di confidenza a un livello di probabilità del 95%; p=0,05). Per misurare la 
concentrazione di basi di DNA libere, sono stati impiegati i seguenti dati di calibrazione:  y=38x-5 
per C, y=77x-3 per G, y=51,4x-85 per T e y=106x+77 per A. Nel LOQ (12,5-100µM), l'r2
 
va da 
0,9980 (per C) a 0,9998 (per T). La precisione di rilevamento (CV%) della Test Standard Solution 
(TSS) era la seguente: 100µM: 3,1-5,3; 50µM: 4,0-5,8; 25µM: 4,0-7,4; 12,5µM: 5,1-8,5. I LODs 
erano 2,0µM per C, 1,8µM per G, 2,9µM per T e 1,6µM per A; * indica i valori ottenuti sotto il 
LOQ.   
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Fig. 10 Analisi mediante Meck del FS. a: standard 
qualitativo; b: standard quantitativo (50µM); c e d: 
campioni incubati per 10 e 2,5 ore rispettivamente; e: 
controllo (10,0 ore a temperatura ambiente). Asse X: 
tempo di migrazione (in minuti); asse Y: mAU. U: Uracile; 
C: Citosina; X: Xantina; G: Guanina; T: Timina; A: Adenina; 
X: Ipoxantina. Il pico di sistema è indicato dalla freccia. 
 
In accordo con studi precedenti [Lindhal T. et al., 1972; Fattorini et al., 
2011; Bruskov V. I. et al., 2002], il rilascio di G e A aumenta in maniera lineare in 
funzione del tempo (Figura 11). 
 
Fig. 11 Costante di rilascio (k) di G e A. asse X: tempo 
d'incubazione (in ore); asse Y: frazione delle quote di rilascio. Le 
quote di rilascio ad un’ora non sono mostrate in quanto i valori erano 
sotto il LOQ (12,5µM). I dati dell'equazione hanno fornito il seguente 
k: 2,75x10-6 per G (r2=0,9954) e 1,86x10-6 per A  (r2=0,9955). 
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Inoltre, considerando il fatto che G e A costituiscono rispettivamente il 
20.5% e il 29.5%, del genoma umano [Sequencing Consortium, 2001] i valori calcolati 
per K sono 2.75x10
-6
S
-1 
per G e 1,86x10
-6
s
-1 
per A. Da cui emerge che il rilascio di G è 
circa 1,47 volte maggiore di quello di A, questo risultato è in perfetto accordo con dati 
precedenti [Bruskov V. I. et al., 2002]. 
Il metodo MECK qui implementato permette il rilevamento di 
concentrazioni di basi di DNA intorno agli 1-2µM. Inoltre, poiché i campioni FS sono 
preparati in acqua non si verificano interferenze durante la misurazione delle basi 
rilasciate. Secondo questo limite di rilevamento, la Timina non è mai stata rilevata 
mentre sono state identificate tracie di U e C, derivate dalla deamminazione di C 
[Lindahal T. et al., 1974] solo nei campioni trattati per 10,0 ore. Tutte queste 
osservazioni sono in accordo con studi precedenti dove viene confermato che la rottura 
del legame N-glicossidico avviene almeno 20 volte più velocemente nelle purine che 
nelle pirimidine [Lindahal T.et al., 1993; Lindahal T. et al., 1972; Fattorini P. et al., 
2011; Bruskov V. I. et al., 2002]. 
In questa fase dell'esperimento l'obbiettivo principale era di riuscire a 
degradare parzialmente un campione di DNA mediante un protocollo rapido e 
affidabile. La procedura sopra descritta ha i requisiti per ottenere campioni di DNA 
trattati in vitro adatti per ulteriori applicazioni esperimentali. Questo protocollo permette 
la depurinazione controllata dei campioni con una cinetica intorno a 2,5 volte più lenta 
di quella osservata in condizioni medio-acide (tampone citrato 10mM a pH5,0). 
Tuttavia, nonostante i tempi di incubazione più lunghi, due sono gli evidenti vantaggi di 
eseguire l'idrolisi in acqua. In primo luogo, l'assenza di tamponi acidi nei campioni RS 
offre una procedura semplificata con la minima manipolazione del campione. 
Secondariamente, i campioni FS vengono ottenuti in un mezzo acquoso “più pulito” che 
preclude qualsiasi tipo d'interferenza durante l'analisi MEKC. 
 
5.2 Caratteristiche molecolari dei campioni di DNA depurinati 
5.2.1 Peso molecolare dei campioni 
La corsa elettroforetica in gel di agarosio 1,2% in presenza di EtBR (0,5 
µg/mL) evidenzia una diminuzione del peso molecolare di tutti gli RS rispetto al 
campione di controllo non modificato. Tale fenomeno è dovuto al meccanismo della β-
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eliminazione ed è proporzionale alla lunghezza del trattamento, in accordo con 
precedenti dati [Lindhal T., Anderson A., 1972]  (vedi Figura 12 e Tabella 8). 
 
 
Fig. 12 Gel di agarosio dei RS. Gel di agarosio 
dei campioni trattati. Colonn1 e 6: campione RS0; 
colonna 2: RS 10; colonna 3: RS 7.5; colonna 4: 
RS5; colonna 5: RS 2.5; λ: fago lambda digerito 
con HindIII; λ+: fago lambda digerito con HindIII 
più Easy Ladder (Bioline). 
 
 
5.2.2 Assorbanza UV  
Come descritto in Tabella 8, nella serie di campioni trattati è stata osservata 
una lieve riduzione dell'indice di assorbimento 260/280 nm, in accordo con la perdita 
della purine [Lindahal T. et al., 1972; Fattorini P. et al., 2011]. L'assorbanza a 260 nm (1 
O.D.=50µg/µL) mostra che la quantità di DNA negli RS era 14,5±0,9 µg, 
corrispondente ad un recupero medio di 0,90±0,06. 
 
5.2.3 Caratteristiche molecolari attraverso MEKC 
Come descritto in [Fattorini P. et al. 2009; Fattorini P. et al. 2011] l'analisi 
mediante MEKC permette la determinazione di parametri chimici utili a stabilire la 
composizione dei campioni in termini del contenuto delle quattro nucleobasi. In 
quest'analisi il danno al DNA è stato osservato solo negli RS dove la  depurinazione 
superava il 4% (cioè nei campioni trattati dalle 5 ore in poi). Il gruppo di campioni 
trattari per 7,5 e 10,0 ore presentava un rapporto molare di pirimidine su purine 
([pyr/pur]) di 1,152±0,041 e 1,274±0,110 rispettivamente (vs 1,012±0,053 del controllo 
RS a tempo 0h). Il livello di sensitività della MECK adottato in quest'analisi ha rilevato 
l'assenza di composti diversi dalle quattro basi canoniche nei campioni, ciò è in accordo 
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con il basso tasso di formazione di prodotti di degradazione delle basi indotto dal calore 
[Lindahal T.et al., 1993; Mulligan C.J. Et al., 2005; Karran P. et al., 1980]. 
 
5.2.4 Sensitività alla qPCR 
La retta di calibrazione dello strumento mostrava valori di r
2
 sempre > 0,99. 
Nei campioni di controllo negativi di amplificazione utilizzati non è stata rilevata alcuna 
amplificazione. Non è stata rilevata inibizione come indicato dai valori dell’IPC che 
presentava valori di Ct sempre inferiori a 25. 
Delle molecole di DNA contenute negli RS solo una piccola frazione si è 
sempre dimostrata sensibile all'amplificazione mediante qPCR (vedi Tabella 8). 
Evidenziato dall'aumento dei rapporti UV/RT, dove UV è la concentrazione di DNA 
misurata con il Nanodrop mentre RT è la concentrazione dei campioni stimata dal kit 
Quantifiler (vedi Tabella 13). 
 
 
Figura 13. Relazione tra la lunghezza del trattamento e i 
rapporti UV/RT. Asse X: tempo (in ore); asse Y: log10 (UV/RT) 
r2=0,9963. 
 
La ridotta sensibilità alla qPCR può essere principalmente attribuita alla 
modificazione chimica indotta nei campioni, mentre come è noto la frammentazione del 
DNA ha un ruolo trascurabile, almeno nelle amplificazioni con sequenza target corta 
[Fattorini P. et al. 2011; Hughes-Stamm S. R. et al., 2011; Brisco M. G. et al., 2010] 
come quella impiegata dal kit Quantifiler Human DNA Quantification (una sequenza 
umana specifica, lunga 62bp situata nel gene della trascrittasi telomerica inversa, 
hTERT). 
Dal momento che la MECK consente il calcolo della % di purine rilasciate 
dai campioni, questi valori sono stati confrontati, per ciascun gruppo di RS, con i 
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rispettivi rapporti UV/RT. I risultati sono riportati in Figura.14, in cui si vede la forte 
correlazione (r
2
=0,9987) tra la perdita media delle purine e la perdita di sensibilità alla 
amplificazione mediante PCR 
 
Figura 14. Correlazione tra la perdita media delle purine e i 
rapporti UV/RT. Assa X: perdita media della purine (dati da Tabella 
8). Asse Y: log10 (UV/RT). R2=0,9987. I risultati indicano che 
l'amplificabilità della sequenza target lunga 62bp diminuisce 
esponenzialmente quando si verifica almeno 1 sito A-P su 50 basi. I 
dati del gruppo RS1 non sono riportati in quanto il rilascio di purine 
era < LOQ. 
 
Questo risultato è in eccellente accordo con i dati precedente pubblicati in 
documenti focalizzati nel ruolo del danneggiamento del DNA nella processività della 
PCR [Fattorini P. et al. 2011; Brisco M. G. et al., 2010]. 
La componente di base nella quantificazione del DNA umano mediante 
qPCR considerata in questo studio è l'enzima AmpliTaq Gold® Polymerase. Come già 
descritto in precedenti documenti, quest'enzima esibisce una capacità moderata di 
eludere singoli siti A-P [Hein P. et al., 2010] mentre, come ogni altra polimerasi, viene 
completamente bloccata dalla rottura dei filamenti [Eckert K. A. et al., 1991]. 
Conseguentemente, in accordo con queste proprietà della polimerasi, la qPCR della 
regione target mostra rapporti di UV/RT elevati anche in quei campioni in cui la 
frequenza dei siti A-P era relativamente basso (nel RS1, per esempio, la perdita media di 
1 purina si 125 provoca l'aumento del rapporto UV/RT da 0,91 a 1,53 come mostrato in 
Tabella 8). Pertanto, il fenomeno qui osservato (per esempio, la diminuzione della 
processività nell'amplificazione PCR dovuta al danneggiamento del DNA) fornisce un 
ulteriore spiegazione ragionevole per le quantità molto ridotte di DNA che riesce ad 
essere comprovante nei campioni forensi datati [Pääbo S. et al., 2004; Alaeddini R. et 
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al., 2010; Roberts C. et al., 2008; Fattorini P. et al., 2009], talora  completamente 
insussistente. 
 
5.2.5 Profilo STR del campione TS. 
Il CL ha provveduto alla determinazione del profilo STR del campione TS 
prima della depurinazione.  A tale proposito sono stati utilizzati tre kit multiplex 
commerciali (Powerplex ESI, ESX e Identifiler) secondo le indicazioni dei produttori. I 
profili ottenuti sono riportati nella seguente tabella 9. 
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Tab. 9. Profilo STR del campione TS. Profilo genetico del campione prova di DNA 
 
 
5.3 Risultati dell'esperimento collaborativo su campioni di DNA 
depurinato 
 
5.3.1 Quantificazione del DNA 
Per la determinazione provvisoria della quantità di DNA nel campione TS 
da parte dei Laboratori Partecipanti (PLs) sono stati adottati 3 diverse metodiche: la 
spettrofotometria UV, la qPCR e  la fluorimetria. In particolare, sette PLs hanno 
utilizzato solo strumenti di quantificazione basati su principi fisici o chimici 
(assorbimento UV o fluorimetria), tredici PLs hanno quantificato il TS mediante un 
saggio molecolare (qPCR) mentre i rimanenti cinque hanno implementato entrambe le 
tecniche. Il risultato della quantificazione del DNA sono riassunti e rivisti d'accordo i 
seguenti metodi. 
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5.3.1.1 Assorbanza UV 
Otto PLs su nove hanno impiegato lo spettrofotometro NanoDrop ND-1000 
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA) per la determinazione dell'assorbimento a 260nm 
del DNA sia in TS che in QS e solo un PL ha utilizzato il BioPhotometer (Eppendorf, 
Germany). Dai risultati, riassunti in tabella 10, si è notato che il CV% delle misurazioni 
ottenute nel saggio inter-laboratorio era piuttosto elevato. Al contrario la dispersione dei 
dati, come evidenziato dal CV%, era inferiore nel saggio intra-laboratorio effettuato del 
CL. Tuttavia, non è stata osservata alcuna differenza tra i valori medi dei PLs e quelle 
prodotte dal CL (paired t-test delle differenze delle medie, p < 0,05).  
 
 PLs CL 
QSS 
36,5±3,4 
CV%=14 
(8 PLs; n=11) 
35,1±1,5 
CV%=2,6 
(n=4) 
TS 
49,3±10,4 
CV%=21 
(9 PLs; n=12) 
45,7±5.0 
CV%=6,8 
(n=4) 
Tabella 10. Quantificazione spettrofotometria agli UV di DNA dai TS e 
QSS. La tabella riporta la concentrazione di DNA dei due campioni sotto 
forma di media ± intervallo di confidenza al 95% livello di probabilità, in 
ng/µL. CV%, coefficiente di variabilità. Il numero di PLs, e di campioni 
sottoposti a prove replicate sono indicati tra perentesi. 
 
5.3.1.2 qPCR 
Diciassette PLs hanno determinato la concentrazione di DNA dei campioni 
TS e QSS mediante Real Time PCR (qPCR), utilizzando complessivamente cinque 
diversi kits disponibili in commercio. Le caratteristiche tecniche principali di ciascun kit 
e i risultati ottenuti dai Pls sono riportarti in tabella 11.  
I risultati della quantificazione del campione QSS varia da 26,7 ng/μL (per 
la sonda autosomica nuCSF [Swango K. L. et al., 2006] utilizzata con Taqman 
Universal Fast PCR Master Mix) a 95,3 ng/μL (per il kit Investigator Q). E’ interessante 
notare che per questo campione di DNA ad alto molecolare e non modificato entrambi i 
valori (diversi di quasi quattro volte) sono stati ottenuti trascurando il limite superiore 
dei LOQs (Limite di Quantificazione) indicati per ciascun kit (vedere Tabella11). La 
stessa decisione di riportare la concentrazione di DNA, anche se al di sopra del LOQ 
superiore indicato dal kit, è stata presa da due dei tre PL che hanno utilizzato la sonda 
autosomica del kit Plexor HY. In fine, i valori medi di quantificazione ottenute 
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dall'analisi  delle altre quattro regioni sondate non differivano significativamente 
(p<0,05) da quelli ottenuti mediante spettrofotometria agli UV (35,1±1,5 ng/µL). 
 
Kit/Sistema n Target QSS TS 
Quantifiler 
(0.024-50 ng/μL) 
3 
62 (Aut) 37.7±1.4(3; n=7) 
42.4±1.9(7; n=12)** 
4.4±0.5(12; n=8) 
3.7±0.2(10; n=12)** 
Quantifiler Duo 
(0.024-50 ng/μL) 8 
140(Aut) 41.9±1.1(5; n=18) 0.082±0.006(19; n=26) 
130(Y-spec.) 39.3±1.4(7; n=18) 0.35±0.02(13;  n=26) 
[Aut]/[Y] 1.07 0.23 
Plexor HY 
(0.004-50 ng/μL) 3 
99(Aut) 56.8±6.0(11; n=7) 5.22±0.96(17; n=7) 
133(Y-spec.) 45.5±8.3(19; n=7) 0.203±0.015(7; n=7) 
[Aut]/[Y] 1.21 25.75 
InvestigatorQ 
(0.004-20 ng/μL) 2* 
146(Aut§) 95.3±27.7(18; n=4) 
33.8±7.1(8; n=12)*** 
0.251±0.072(18; n=4) 
0.074±0.006(14; 
n=12)** 
Fast M.M. 
(0.004-20ng/μL) 
1 
67(nuCSF) 26.7(n=1) 5.67(n=1) 
Tabella 11. Quantificazione di DNA dai TS e QSS mediante qPCR. Kit/Sistema: Il LOQ indicato per ciascun kit dai 
produttori è riportato tra parentesi, Fast M.M: Taqman® Universal Fast PCR Master Mix. n: numero di PLs che hanno 
impiegato quel determinato kit; Il simbolo * indica due PLs che hanno condotto la quantificazione simultaneamente 
cioè nello stesso saggio di PCR. Target: peso molecolare in bp della sonda di qPCR target (Aut: sequenza 
autosomica in singola copia ; Aut.§: sequenza autosomica in copie multipli; Y-spec.: sequenza Y-specifica in singola 
copia); nuCSF è una sequenza autosomica in singola copia descritta in Swango K.L.et al., 2006; QSS e TS: quantità 
di DNA sotto forma di valore medio±intervallo di confidenza a 95% di livello di probabilità ed espresso in ng/μL. In 
parentesi il CV% ed il numero di campioni (n) analizzati. I simbli ** e *** indicano il dato ottenuto dal CL da un 
campione non diluito e da una diluizione 1:3 in acqua  (successivamente normalizzato), rispettivamente. I risultati 
delle quantificazioni riportati in tabella presentavano una retta di calibrazione r2>0,99 in 21 esperimenti su 25 e 
r2>0,97 in 4 casi. Il PL che ha utilizzato il kit  Fast M.M. ha diluito il DNA 2800 (Promega) per la calibrazione; 
[Aut]/[Y]: rapporto fra i risultati delle concentrazioni rilevate dalle sonde autosomica e Y-specifica dello stesso kit di 
qPCR.       
 
La quantificazione molecolare di DNA del TS ha dimostrato che il campione 
depurinato è piuttosto refrattario all'amplificazione qPCR. Questa osservazione è in 
accordo con precedenti dati i quali mostrano che la depurinazione interferisce 
fortemente con la processività della polimerasi [Fattoriini P. et al., 2011; Brisco M. J. Et 
al., 2010; Eckert K. A. et al., 1991; Heyn P. et al., 2010], mentre il ruolo della 
frammentazione del DNA nel bloccare la polimerasi appare nel complesso solo 
marginale, almeno nell'intervallo di peso molecolare qui considerato [Hughes-Stamm 
S.R. Et al., 2011]. Come mostrato in Tabella11, la perdita di sensibilità alla qPCR 
produce risultati di quantificazione molto diversi tra le sette regioni esaminate. Ad 
esempio, la stessa quantità di templato secondo la sonda autosomica di Quantifiler duo è 
stato quantificato dai PLs come 0,082 ng/µL, mentre il valore ottenuto impiegando la 
sonda autosomica di Plexor HY era di 55,22 ng/µL. In conclusione, i valori di 
quantificazione dello stesso campione porta a risultati che si differenziano di 64 volte 
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tra di essi. Inoltre, è stata osservata un ulteriore discrepanza nei risultati della 
quantificazione del TS utilizzando i kit che analizzano entrambe le sonde autosomica 
[Aut] e Y-specifica [Y] in duplex-qPCR. Infatti, se il rapporto atteso per un campione di 
DNA maschile è prossimo a uno [16, 17], i valori del [Aut]/[Y] forniti dai PLs per il TS 
oscillano da 25,75 a 0,23 (per Plexor HY e Quantifiler Duo rispettivamente). Questi 
valori possono rappresentare una potenziale fonte di confusione, portando a conclusioni 
errate sulla composizione del campione. Precisamente, il primo risultato individuerebbe 
una campione misto costituito da una componente minoritaria maschile (4%), mentre il 
secondo descrive un campione misto con la componente Y 3 volte maggiore di quella 
autosomica, ciò può essere giustificato soltanto supponendo un unico contributo delle 
copie multiple del target Y-specifiche o, al contrario, una mutazione nel sito di 
appaiamento del primer autosomico con la conseguente riduzione dell’efficienza di 
annealing di quest'ultimo. Poiché è chiaro che questi risultati possono essere attribuiti 
alla modifica della struttura primaria del DNA TS, è stata esaminata la correlazione tra 
la lunghezza di ogni regione bersaglio e i dati delle corrispondenti quantificazione.  
A questo scopo, i dati della qPCR sono stati utilizzati per calcolare i rapporti 
UV/RT [Fattorini P. et al., 2009], dove UV è la quantità di DNA TS determinate 
mediante spettrofotometria agli UV, mentre RT è la concentrazione media di DNA 
stimata dall'amplificazione delle regioni target (vedi Tabella 11). Sono stati quindi 
confrontati i log10 UV/RT con il peso molecolare (in bp) delle rispettive sonde bersaglio 
di qPCR, da cui è stato rilevato un r
2
 = 0.891 tra i due parametri in accordo con 
precedenti studi [Brisco M. J. Et al., 2010]. I risultati sono riportati in Figura 15. Tale 
risultato mostra decisamente che la quantificazione dei campioni di DNA danneggiato 
mediante qPCR fornisce dati apparentemente dispersi ma molto paragonabili se 
raggruppati secondo le sonde utilizzate dal kit. La spiegazione molecolare per questi 
dati è rappresentata da una correlazione inversamente proporzionale tra la lunghezza 
della sonda e la quantità di molecole di DNA amplificabili, anche se è molto probabile 
che la composizione di basi della regione bersaglio sia anche essa coinvolta. I dati 
finora descritti per il TS sono in linea con l'indicazione che non sia possibile ottenere 
una quantificazione “assoluta” del DNA estratto da campioni forensi 
degradati/modificati a livello molecolare, al massimo è possibile una quantificazione 
“relativa” alla sonda qPCR selezionata. 
Lo stesso tipo di analisi è stato condotto utilizzando i valori di qPCR 
ottenuti da QSS. I dati riportati in Figura 15 mostrano che i risultati sono di nuovo 
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ampiamente dispersi anche per questo campione di DNA non modificato (r
2
=0,368) (da 
rilevare, però, che in tre casi i dati sono stati acquisiti al di sopra del LOQ). Pur 
eliminando questi tre valori, tuttavia, non è stato possibile trovare una correlazione 
migliore di  r
2
=0,486.  
 
Fig. 15 Relazione tra la lunghezza della regione bersaglio di 
qPCR e il rapporto UV/RT. Asse X: peso molecolare (bp) della 
regione bersaglio; asse Y: log10 UV/RT. Il coefficente di 
determinazione è r2=0,891. In rosso vi è indicato il Quantifiler, in verde 
il nuCSF, in blu il Plexor HY, in arancione il Quantifiler duo e in 
porpora l'Investigator Quantiplex 
 
Pertanto, i nostri dati sono in accordo con studi precedenti nei quali viene 
evidenziata una scarsa correlazione tra i risultati della quantificazione mediante qPCR 
utilizzando diversi kit [Bulander N. et al., 2009; Nielsen K. Et al., 2008]. Questi risultati 
potrebbero essere attribuiti alla diversa progettazione biomolecolare del kit, come 
suggerito altrove [Nielsen K. Et al., 2008] o riflettere delle differenze tra gli standard di 
calibrazione di DNA umano inclusi dai produttori nei kit commerciali. La necessità di 
un materiale di riferimento stabile di DNA umano certificato è stata già suggerita  
[Kleine M. C. et al., 2009; Bhat S. et al. 2010] in quanto ciò potrebbe aiutare lo 
scienziato forense a ridurre la  variabilità nella quantificazione intra e inter laboratorio. 
 
5.3.1.3 Fluorimetria 
Questo metodo è stato selezionato da quattro PLs. I risultati medi (in ng/µL) 
forniti per TS erano i seguenti: 2,5 per Qubit® ver 2 (Life Tech); 3,6 per Quant-iT
TM
 
dsDNA Assay Kit (Life Tech); 20,2 e 30,2 Qubit® ver 1 (Life Tech). Le concentrazioni 
medie (in ng/µL) fornite per QSS erano: 11.0 per Quant-iT
TM
 dsDNA Assay Kit (Life 
Tech); 14,3 per per Qubit® ver 2 (Life Tech) e 42,9 e 59,2 per Qubit® ver 1 (Life Tech). 
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E' stata osservata un'ampia dispersione dei dati sia per TS che per QSS, questi risultati 
erano troppo eterogenei per poter essere ulteriormente analizzati. 
 
5.3.2 Analisi STR 
I PLs hanno selezionato complessivamente cinque kit commerciali di 
multiplex STR (vedi Tabella 12). 
PLs 
STR multiplexes  Results revised by the CL 
IF NGM ESI ESX MF 
C NR U G 
 T R T R T R T R T 
1 1  5     1  1 21/22 1   
2 6  5* 5      13/21 6 2  
3 4  5   2    2 15/22 7   
4 3        3 16/16    
5     12 3 12   16/17  1  
6 6         12/16  4  
7     6  5   11/17 5 1  
8     7 5    11/17 6   
9 3  4   3  3  3 20/22 1 1  
10 2         10/16 5  1 
11 4  5       2 16/16    
12 1  1       14/22 2 5 1 
13 2  1       12/22 4 6  
14 4  5 3      2 19/22 1 2  
15 1  2*      1 19/21 1  1 
16 5 5       2 16/16    
17     1  1   13/17 4   
18      5    10/17 7   
19  5 3       12/22 9 1  
20   1 5      15/17  2  
21 5         10/16 6   
22 2  7        9/16 6 1  
23  5        11/16  5  
24     3   3  11/17 3 3  
25   3       14/17  2 1 
tot 49 46 19 10 34 13 22 3 16 - - - - 
Amp 2059 744 896 474 272 - - - - 
 
QSS 
28 
(784) 
12 
(341) 
13 
(403) 
10 
(310) 
6 
(90) 
- - - - 
Tab.12 Risultati della caratterizzazione e valutazione dei genotipi dei campioni TS e QSS. STR multiplexes: IF 
(Identifiler), NGM, ESI, ESX MF (Minifiler). Il numero di saggi di PCR effettuati con ciascun kit sono suddivisi in: T, 
corrisponde ai saggi condotti con un numero variabile di cicli (28-26) e con il seguente range di volumi di TS: IF: 0,1-
10 µL; NGM: 0,1-10 µL; ESI: 0,04-8,0 µL; ESX: 0,04-8,8 µL; MF: 0,5-5,0 µL; R, corrispondente ai saggi condotti 
utilizzando un volume fisso (2,0µL) di TS, e utilizzando il numero di cicli suggerito dai produttori; * indica che il kit 
NGM non conteneva il sistema SE33; Results revised by the CL: I profili STR sono stati rettificati dal CL secondo i 
criteri descritti in sezione 4.3.4.; C: rapporto tra il numero di loci tipizzati correttamente rispetto al numero totale di 
loci analizzati; NR: numero di loci per il quale non è stato fornito un risultato; U: numero di loci esibenti risultati 
ambigui; G: numero di loci caratterizzati da alleli nella zona grigia tra la soglia analitica e quella stocastica, non 
valutati in questo studio (vedi risultati per maggiori dettagli), tot: numero totale di PCRs multiplex. Amp: numero di 
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ampliconi inclussi nella banca dati; QSS: numero totale di PCRs condotte utilizzando550 pg di DNA QSS e, tra 
parentesi, il numero di ampliconi inclusi nella banca dati. 
 
Il numero di loci STR analizzati variava da 16 a 22, caratterizzati da 
ampliconi di dimensioni diverse. Sedici PLs hanno utilizzato una combinazione di due o 
più (fino a quattro) kit di multiplex mentre i rimanenti nove PLs hanno scelto di 
utilizzare un unico kit. Le due combinazioni di kit impiegate più frequentemente sono 
state ESI più ESX e IF più NGM, adottate da quattro PLs ciascuna.  
Nove PLs hanno analizzato il TS con un numero variabile di amplificazioni 
di PCR (da 2 a 5),  otto PLs  ne hanno effettuato 6-10 e otto PLs hanno eseguito dagli 11 
ai 27 saggi. Tutti i venticinque PLs hanno presentato gli elettroferogrammi come stampe 
con le indicazioni per ogni ampliconi, della rispettiva chiamata allelica, altezza del 
picco e area. 
Globalmente i PLs hanno eseguito almeno due amplificazioni di PCR 
multiplex utilizzando volumi variabili di TS (tra 0,04 e 10,0 µL, corrispondente ad una 
quantità totale di DNA rilevata al Nanodrop pari a 1,8 e 457 ng, rispettivamente) e/o 
impiegando un volume fisso 2,0µL (pari a 91,4 ng, sempre da rilevazione con 
Nanodrop) in replicato come richiesto dal CL  in una seconda fase dell'esperimento. Il 
numero di saggi (T) o replicati ( R) di multiplex PCR eseguiti da ciascun PL, divisi per 
kit, sono riportati in Tabella 12. Da cui si evince che la maggior parte dei profili STR 
sono stati ottenuti mediante il kit IF ( totale 95, con 49 T e 46 R). Inoltre, tutti i PL 
hanno eseguito almeno una multiplex PCR da 550 pg di QSS, come richiesto dal CL.  
Le 212 e le 69 multiplex PCR svolte sui campioni TS e QSS, 
rispettivamente, hanno generato la grande banca dati costituita da un totale di 6373 
ampliconi, definiti dalla corrispondente altezza e area del picco, principalmente (4445) 
derivanti dall’analisi del TS e i restanti dall’amplificazione del QSS. Il numero di 
prodotti di PCR valutati da TS e QSS introdotti nella banca dati, suddivisi per kit, sono 
specificati in Tabella 12.  
 
5.3.2.1 Valutazione degli elettroferogrammi forniti dai PLs  
I dati finora raccolti offrono una interessante panoramica dei diversi 
approcci analitici utilizzati dai PLs per effettuare la tipizzazione genetica di un 
campione di DNA degradato/modificato ma sono troppo eterogenei per quanto riguarda 
i criteri utilizzati, da questi, per definire quale marcatore del profilo STR debba essere 
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considerato affidabile o meno. Di conseguenza, il CL ha deciso di armonizzare i risultati 
valutando gli elettroferogrammi in base ai parametri descritti nella sezione 4.3.4. 
I risultati di tale analisi sono riportati nelle ultime quattro colonne della 
Tabella 12 e rappresentate da rettangoli positivi e negativi nella Figura 16. 
 
 
Fig.16 Caratterizzazione dei profili STR: performance dei PLs. La percentuale rappresentata dai rettangoli 
bianchi si riferiscono ai rapporti di marcatori genetici assegnati correttamente (definiti C in sezione 4.3.4). Le 
percentuali negative corrispondenti ai rettangoli neri  e grigi si riferiscono rispettivamente ai rapporti dei loci non 
rilevati (definiti NR) oppure a risultato ambiguo (definiti U). I rettangoli barrati verticalmente si riferiscono al numero di 
loci caratterizzati da ampliconi tra le soglie analitica e stocastiche non determinate dal CL in termini di assegnazione 
genotipica (definiti G). I numeri sopra i rettangoli identificano ciascun PL.  
 
Gli unici tre PL che hanno ottenuto il 100% (16 su 16) degli STRs 
analizzate hanno utilizzato la combinazione dei kit IF e MF, effettuando almeno tre 
amplificazioni con il primo kit e due con il secondo, rispettivamente. Le Tabelle 13 e 14 
mostrano un esempio della tipizzazione del campione TS mediante i kits Identifiler e 
Minifiler. 
 La performance peggiore in termini di alleli assegnate correttamente, 
appartiene a due PLs con l’individuazione di solo il 55% degli alleli (12 su 22 STRs, per 
entrambi), con 4 e 9 locus drop out rispettivamente e con un numero di loci con risultato 
ambiguo variabile da 1 a 6. Tali PLs hanno eseguito 3 amplificazioni con il kit IF e 8 
con  l’NGM. Questa combinazione di multiplex sembra essere quella meno efficiente 
per ottenere il profilo di TS, con un numero di loci tipizzati correttamente variabile da 
12 a 14 su 21/22 marcatori, ed un numero di risultati ambigui inversamente 
proporzionale al numero di PCRs effettuate da ciascun PL, per quanto con questa 
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combinazione venga coperto un numero totale maggiore di STR rispetto a quella IF più 
MF. 
L’utilizzo combinato dei kits ESI e ESX caratterizza gli stessi loci in 
configurazione diversa (per quanto riguarda la dimensione degli ampliconi) e genera 
risultati apparentemente eterogenei. In particolare, due Pls hanno effettuato molteplici 
amplificazioni ma ha caratterizzato 11 STRs corretti su 17, mentre un PL con una 
singola amplificazione per ciascun kit è riuscito a tipizzare correttamente 13 marcatori 
su 17 e in ultimo un PL ha deciso di analizzare massicciamente il campione TS, 
eseguendo più analisi con entrambi i kit, ottenendo 16 loci segnalati correttamente nel 
profilo STR su 17 (eccetto SE33). 
Nove PLs hanno amplificato il Ts utilizzando un unico kit. I risultati hanno 
rivelato che la migliore prestazione in PCR multiplex era data dal kit NGM, 
consentendo la corretta tipizzazione della maggior parte dei profili STR (14-15 loci su 
17) seguito da IF (9-12 loci su 16) e per ultimo ESI (10-11 loci su 17). 
La combinazione di tre o più kit si è dimostrata molto efficace per la 
tipizzazione di TS, consentendo la corretta tipizzazione genetica di più del 85% dei 
marcatori con un numero molto ridotto di locus drop out e di risultati inattendibili; solo 
un PL, utilizzando la combinazione di IF, ESI e MF hanno caratterizzato 15 STRs su 22 
(68%) con sette locus drop out. 
La valutazione complessiva delle performance dei PLs nel conseguimento 
del profilo TS ha permesso al CL d’individuare tre PL che identificavano correttamente 
tutti i marcatori testati, sei che riportavano profili parziali con una riuscita variabile 
della tipizzazione (57-95% dei loci correttamente genotipizzati), quattro PLs fornivano 
profili parziali (69-95% dei loci correttamente genotipizzati) caratterizzati da 1-5 loci 
con risultati inattendibili e otto PLs provvedevano profili parziali (55-92% dei loci 
correttamente genotipizzati) caratterizzati da risultati inattendibili e locus drop out.  
 Analizzando i risultati molecolari forniti di quattro PL sono stati individuati 
quattro genotipi apparentemente errati. In determinati loci, infatti, al posto del genotipo 
eterozigote corretto, gli elettroferogrammi mostravano un solo allele. Poiché tutti questi 
loci sono caratterizzati da ampliconi ad alto peso molecolare e la maggior parte dei 
picchi in omozigosi mostrava valori di rfu all'interno della gray zone (tra la soglia 
analitica e quella stocastica), non può essere escluso l’evento di drop out cioè la perdita 
di un secondo allele. Per tale ragione, in base ai parametri definiti dal CL, i genotipi 
indicati dagli elettroferogrammi non sono stati considerati come risultati errati ma essi 
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sono stati esclusi dal confronto. Tuttavia, la caratteristica comune di questi esperimenti è 
stata il numero limitato di amplificazioni condotte dai PLs con lo stesso kit (da 1 a 3 
PCRs). Tale numero di repliche appare chiaramente inadeguato per definire il genotipo 
corretto da campioni di DNA danneggiati.  
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Fig. 17 Elettroferogramma del profilo parziale ottenuto tipizzando TS mediante l’utilizzo del AmpFISTR® 
IdentifilerTM kit.  
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Fig. 14 Elettroferogramma del profilo ottenuto tipizzando TS mediante l’utilizzo del AmpFISTR® MinifilerTM 
kit.  
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5.3.2.2 Fedeltà della PCR 
Al fine di comprendere come sia stata influenzata la prestazione di ogni kit 
dalle caratteristiche molecolari del TS depurinato, i dati del database molecolare sono 
stati esaminati per individuare gli artefatti di PCR e il tasso di amplificazione dei loci. 
Per fare ciò, tutti i loci STR dei kit IF, NGM, ESI e ESX sono stati suddivisi in quattro 
categorie, costituite da quattro-cinque loci cada una, in base al peso molecolare degli 
alleli di TS. Gli artefatti di PCR considerati erano il locus drop out (LDO), drop out 
allelico (ADO), drop in allelico (ADI), stutter bands (ST) e lo sbilanciamento allelico 
(PI) come definiti in sezione 4.3.5.  
La frequenza di ciascun artefatto è stato esaminato nelle 72 amplificazioni 
in replicato condotte con i diversi kit (R, replicati) utilizzando il volume fisso di TS 
(2,0µL) e nei restanti 124 saggi di PCR (T, test) condotti in condizioni analitiche diverse 
(numero di cicli di PCR variabili da 28 a 36 e volumi di TS amplificati variabili da 0,04 
a 10,0µL). Per quanto riguarda il controllo è stata anche verificata la presenza di questi 
artefatti in 63 multiplex PCR effettuate utilizzando 550pg di DNA QSS ad alto peso 
molecolare. In Figura 15 è riassunta l’incidenza di tali artefatti di PCR per ciascuna 
delle categorie di marcatori STR assegnate in base al peso molecolare degli alleli e 
ordinate per ogni singolo kit.   
                                                             IF 
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                                           NGM 
                                           ESI 
 
                                                             ESX 
 
Fig. 15 Distribuzione degli artefatti di PCR osservati nell'amplificazione dei campioni TS e QSS. Artefatti di PCR analizzati: barre 
nere: locus drop out (LDO), barre grigie: drop out allelico (ADO), barre bianche: drop in allelico (DIA), barre nere barrate verticalmente: 
stutter bands (ST) e barre grigie barrate trasversalmente:  sbilanciamento allelico (PI). Asse X: loci STR dei kit FI, NGM, ESI e ESX 
raggruppati in in quattro categorie (formate da 4-5 loci ciascuna) in base al peso molecolare degli alleli di TS. Asse Y: frequenza degli 
artefatti di PCR; asse Z: T: saggi condotti con un numero variabile di cicli e di volume di TS (maggiori dettagli nella leggenda della 
Tabella 12); R: saggi condotti in replicato con numero standard di cicli e volume fisso di TS; QSS: saggi condotti utilizzando 550pg di 
QSS.   
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Per ogni kit, l'aumento del tasso di LDO dalle categorie a basso peso di 
marcatori STRs a quelle con alto peso molecolare è perfettamente evidente. Questa 
condizione è chiaramente determinata dal grado di danneggiamento chimico del 
templato di DNA che presenta , mediamente, la perdita di una purina su venti e peso 
molecolare pari a 300bp. Questo risultato conferma che nemmeno la sensibilità 
potenziata offerta dai kit STR forensi ad alte prestazioni consente di superare le 
caratteristiche templato-correlare riguardanti la processività della PCR [Alaeddini R. et 
al., 2010; Fattorini P. et all., 2011, Eckert K. A. et al., 1991, Heyn P. et al., 2010], 
nonostante vengano amplificati quantitativi enormi di DNA. 
L'incidenza di artefatti ADO aumenta, per ciascun kit, con la stessa tendenza 
mostrata dai LDO raggiungendo frequenze massime che variano da 15 a 23% nella terza 
categoria di marcatori (non è stata considerata la frequenza estremamente elevata di 
questo tipo di artefatto presente nelle amplificazioni in replicato utilizzando il kit ESI, in 
quanto probabilmente causata da una sovra rappresentazione del dato dovuta al numero 
limitato di amplificazioni eseguite). 
La presenza di alleli addizionali rispetto a quelli attesi (i.e. allele drop in, 
DOI) è stata osservata principalmente nella prima categoria di marcatori, 
particolarmente nei kit IF e NGM e quasi esclusivamente nel marcatore D19S433. 
Abbiamo osservato che la presenza di alleli addizionali sembrava essere in relazione 
con la quantità di templato impiegata nella reazione di PCR. A confermarlo sta la 
maggiore frequenza di DOI nei replicati di PCR (R ) rispetto alle amplificazioni di PCR 
(T), la maggior parte delle quali sono state condotte con volumi di DNA inferiori ai 
2µL.  
Le bande stutter (SB), caratterizzate da un rapporto di altezza di picco >0,15 
con il corrispondente vero allele, avevano un effetto globale limitato nel profilo STR 
risultante. L’SB influenzavano principalmente i marcatori a basso peso molecolare, 
questo dato è in accordo con il modello che rappresenta la necessità di una sintesi 
efficiente nei primi cicli di PCR per che si abbia la loro produzione [Eckert K. A. et al., 
1991; Taberlet P. et al., 1996]. 
Mentre tutti gli artefatti di PCR finora descritti erano assenti nel profilo STR 
di QSS, è stato osservato uno sbilanciamento allelico (AI) perfino nella tipizzazione di 
questo campione di DNA ad alto molecolare, con frequenza variabile dal 6% (per ESI) 
al 13% per (IF). Invece, la diversa efficienza di amplificazione degli alleli in genotipi 
eterozigoti era chiaramente visibile nei profili STR di TS, particolarmente nella prima e 
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seconda categoria di marcatori STR a baso peso molecolare. Tale dato riflette molto  
probabilmente la distribuzione eterogenea del templato danneggiato/non danneggiato 
che influenza i primi cicli  dell’amplificazione mediante PCR [Eckert K. A. et al., 
1991;Gill. P. et al., 2000]. 
In fine, è stata analizzata la fedeltà di PCR eseguite utilizzando il kit MF  in 
16 e 6 amplificazioni dei campioni TS e QSS, rispettivamente. Qui è stata osservata solo 
una maggiore incidenza di AI nei campioni depurinati (28% vs 11%) rispetto ai controlli 
ad elevato peso molecolare. Questo risultato conferma il vantaggio offerto dai marcatori 
miniSTR nell’analisi di campioni di DNA degradati in confronto agli STR 
convenzionali [Alaeddini R. et al., 2010; Taberlet P. et al., 1996].  
 
5.4 Analisi di campioni degradati in condizioni di LCN 
I risultati dell’analisi del campione danneggiato (TS24) in condizioni di 
LCN sono così riassumibili. 
 
5.4.1 Fedeltà della PCR  
I dati relativi all’analisi degli ampliconi ottenuti dai vari set di PCR sono 
riportati in Fig. 16A-C per il locus TPOX ed in Fig. 17A-C per il locus TH01. Mai sono 
stati osservati ampliconi nelle 48 reazioni negative di PCR.  
Anche in questo studio è stato osservato che l’analisi del locus a più basso 
peso molecolare fornisce un maggiore percentuale di successo in termini di sintesi. 
Sempre marcata, tuttavia, la differenza tra il campione danneggiato ed il controllo. Sotto 
il profilo qualitativo, infatti, delle poche sintesi ottenute dal campione danneggiato al 
locus TH01, nessuna ha mai fornito un profilo coerente in quanto era sempre presente il 
fenomeno del drop out. Con riguardo al locus TPOX, il maggior successo analitico 
(sintesi contestuale di ampliconi 8 e 9) è stato ottenuto –come atteso- nel set a 96 pg. 
Nel set a 48 pg, infatti, è stato osservato un maggior numero di drop out mentre, in 
quello di 24 pg, sono stati osservati anche tre fenomeni di drop in. Con riguardo alle 
stutter, queste caratterizzavano la maggior parte delle sintesi (sia nel campione TS24 
che nel controllo) ma solo in quattro casi (tutti nel campione TS2) avevano un rapporto 
superiore a 0.15 rispetto al prodotto di sintesi (allele) originale. 
 
 
 
63 
 
                
 
Fig 16A-C 17A-C. Analisi qualitativa ai due loci. Per ogni set di amplificazione sono riportate le frequenze dei 
locus out (LO), dei drop out (DO), dei drop in (DI), delle stutter bands (ST) e dell’allelic peak imbalance (PI). 
 
Sotto l’aspetto quantitativo è stato osservato che le sintesi dal campione 
TS24 hanno fornito dei prodotti le cui aree erano mediamente inferiori a quelle del 
controllo. Inoltre, maggiore era la variabilità -in termini di CV %- delle aree di questi 
prodotti.Tutti questi risultati sono in linea con il modello della PCR [Eckert K. A. e 
Kunkel T. A., 1991], così come già descritto nell’ambito di numerosi studi sull’analisi di 
templati LCN [Akbari M. et al., J. Mol. Diagn., 2005; Schneider P.M. et al., 2011]. 
Da questo studio, condotto su un templato danneggiato, emerge che la 
probabilità di successo analitico (sintesi coerente con la condizione di eterozigosi del 
campione) è più bassa di quella che accompagna la sintesi di una pari quantità –stimata 
medainte qPCR- di campioni di controllo.  
La minore sensibilità del campione TS24 alla PCR è dovuta alla presenza di 
lesioni A-P sul templato (1 ogni circa 25 purine) e tale caratteristica si è manifestata in 
maniera apprezzabile nella sintesi di sequenze di 108-112 bp (locus TPOX) mentre ha di 
fatto impedito la sintesi delle sequenze al locus TH01 (184-192 bp). Tutto ciò è in linea 
con le caratteristiche della TaqI Polimerasi utilizzata in questo studio, enzima che 
presenta una modesta capacità di superare siti A-P [Heyn P. et al., 2010]. 
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5.4.2 Tipizzazione del campione TS24  
Questo esperimento puntava a valutare quale possa essere il numero minimo 
di reazioni di PCR, condotte in condizioni estreme (DNA degradato in basso numero di 
copie), la cui analisi permetta la definizione di un “profilo consensus” applicando i 
criteri di valutazione del metodo “consensus TSPV” (descritti in sezione 4.3.4). Nelle 
Tabelle 12 e 13 sono riassunte le percentuali di genotipi consensus ottenuti utilizzando i 
dati generati dalla simulazione al computer mediante “Happyandwarf 3”. 
 In particolare, nel locus ad alto peso molecolare (TH01) i genotipi NR (no 
result) arrivano fino al 100% dei casi (prevalentemente nel set 24 pg), mentre nel set 96 
pg vi è un elevato numero di genotipi U (unreliable) (7,6-50,2 %). Inoltre, nei set 48 e 
96 pg con un numero di repliche ≤ 5 vi è la possibilità di ottenere genotipi W (wrong) 
nel 0,3-5,8 % dei casi. Nel controllo i possibili genotipi W (0,2-6,7%) si concentrano nei 
set 24 e 48 pg con un numero di repliche ≤ 5. Per quanto riguarda il locus a basso peso 
molecolare (Tabella 12), i genotipi W si verificano nel set 96 pg ad un basso numero di 
repliche (n≤3) mentre nel set 24-48 pg si riscontrano genotipi W (0.3-19.5 %) anche con 
n=7 repliche. Controllo con possibili genotipi W(0,6-0,8%) si osservano solo con un 
numero di repliche ≤ 3 nel set 24 pg. 
I risultati ottenuti da questa simulazione dimostrano che neanche un numero 
elevato di repliche (n=7) mette al riparo da errori di genotipizzazione quando la quantità 
del campione scende sotto i 48 pg/reazione di PCR. 
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Quantità di 
templato 
n 
Genotipo 
corretto 
Genotipo 
no result 
Genotipo 
errato 
Genotipo 
ambiguo 
CTRL TS24 CTRL TS24 CTRL TS24 CTRL TS24 
96 pg 
  
  
  
  
  
7 100,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
6 100,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
5 100,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
4 100,0 95,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4,1 
3 100,0 98,4 0,0 0,0 0,0 1,6 0,0 0,0 
2 100,0 79,8 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0 20,0 
  
48 pg 
  
  
  
  
  
7 100,0 91,3 0,0 0,0 0,0 8,7 0,0 0,0 
6 100,0 78,9 0,0 0,0 0,0 3,8 0,0 17,3 
5 100,0 86,3 0,0 0,0 0,0 13,7 0,0 0,0 
4 100,0 65,3 0,0 0,0 0,0 6,9 0,0 27,8 
3 100,0 80,5 0,0 0,0 0,0 19,5 0,0 0,0 
2 88,6 49,6 0,0 0,0 0,0 6,9 11,4 43,5 
  
24 pg 
  
  
  
  
  
7 99,5 75,2 0,0 0,0 0,0 0,9 0,5 23,9 
6 95,2 53,5 0,0 0,0 0,0 0,3 4,8 46,2 
5 96,2 72,2 0,0 1,2 0,0 2,9 3,8 23,7 
4 84,2 48,7 0,0 0,6 0,0 2,0 15,8 48,7 
3 91,1 65,8 0,0 4,5 0,8 8,5 8,1 21,2 
2 63,3 34,7 0,0 1,9 0,6 3,7 36,1 59,7 
Tab. 12 Percentuale di genotipi consensus del locus TPOX ottenuti dall’estrazione in maniera casuale (per 1000 volte) dei 
risultati di due, tre, quattro, cinque, sei, sette PCR delle venti eseguite; n: numero di repliche di PCR simulate. 
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Quantità di 
templato 
n Genotipo 
corretto 
Genotipo 
No result 
Genotipo 
wrong 
Genotipo 
ambiguo 
CTRL TS24 CTRL TS24 CTRL TS24 CTRL TS24 
96 pg 
  
  
  
  
  
7 100,0 0,0 0,0 92,4 0,0 0,0 0,0 7,6 
6 100,0 0,0 0,0 75,0 0,0 0,0 0,0 25,0 
5 100,0 0,0 0,0 87,7 0,0 0,9 0,0 11,4 
4 100,0 0,0 0,0 66,1 0,0 0,3 0,0 33,6 
3 100,0 0,0 0,0 78,5 0,0 5,8 0,0 15,7 
2 90,0 0,0 0,0 48,3 0,0 1,5 10,0 50,2 
  
48 pg 
  
  
  
  
  
7 85,6 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 14,4 0,0 
6 64,0 0,0 0,0 98,7 0,0 0,0 36,0 1,3 
5 81,1 0,0 0,0 99,2 1,1 0,8 17,8 0,0 
4 57,2 0,0 0,0 91,3 0,4 0,3 42,4 8,4 
3 74,0 0,0 0,0 95,7 6,7 4,3 19,3 0,0 
2 37,6 0,0 0,0 68,9 1,7 1,6 60,7 29,5 
  
24 pg  
  
  
  
  
  
7 87,7 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 12,3 0,0 
6 68,3 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 31,7 0,0 
5 79,7 0,0 0,0 100,0 0,7 0,0 19,6 0,0 
4 56,2 0,0 0,0 100,0 0,2 0,0 43,6 0,0 
3 72,2 0,0 2,4 100,0 6,0 0,0 19,4 0,0 
2 39,4 0,0 0,1 89,8 2,9 0,0 57,6 10,2 
Tab. 13 Percentuale di genotipi consensus del locus TH01 ottenuti dall’estrazione in maniera casuale (per 1000 volte) dei 
risultati di due, tre, quattro, cinque, sei, sette PCR delle venti eseguite; n: numero di repliche di PCR simulate. 
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5.5 Next Generation Seguencing 
I risultati ottenuti dall’analisi dei dati forniti dallo strumento -di default- 
sono illustrati nelle due successive figure 18 e 19. 
 
 
Fig. 18. Fedeltà analitica dei 63 loci STR. L: locus called; it: interpretation threshold; u: 
umbalance; lc: low coverage; s: stutter band; DO: drop out. 
 
 
 
Fig. 19. Fedeltà analitica dei 95 SNP. L: locus called; it: interpretation threshold; u: 
umbalance; lc: low coverage; s: stutter band; DO: drop out. 
 
 
Dalla loro analisi emerge, in primo luogo, che anche il campione di 
controllo presentava delle ambiguità e/o un basso coverage secondo quanto riportato 
nella seguente Tab. 14. I motivi di ciò sono in fase di studio. Inoltre, i dati relativi a 
questi dieci loci STR e cinque loci SNP non sono stati più considerati per altre 
elaborazioni.  
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LOCUS 1_1 1_2 
DXS7132 it (14)/15 it (14)/15 
DXS8377 50 it (49)/50 
Penta E u (7/15) u (7/15) 
DYS612 it (33)/34 it (33)/34 
DYS456 lc lc 
SE33 it 12/(14.2) 12/14.2 
DYS481 it (20/21) it (20/21) 
DXS10135 it (21)/22 22 
D1S1656 u (15/18.3) 15/18.3 
YGATAH4 it (27)/28 28 
rs7520386 it (AG) it (AG) 
rs338882 u (TC) u (TC) 
rs2342742 lc GG 
rs159606 u (AG) AG 
rs430046 lc lc 
Tab. 14. Loci con ambiguità o basso coverage nelle repliche del 
controllo.  it: interpretation threshold; u: umbalance; lc: low 
coverage. 
 
Come rilevabile nelle Fig. 18 e 19, ad ogni modo, è estremamente marcato 
l’incremento di artefatti analitici nel campioni progressivamente più danneggiati, ove 
erano rilevabili anche fenomeni di drop out. Da questi dati preliminari, inoltre, sembra 
che l’analisi di SNPs da campioni danneggiati sia più robusta rispetto agli STR. 
L’analisi dei dati grezzi mediante il metodo “consensus TSPV” ha fornito i 
dati di cui alle Fig 20 (per gli STR) e 21 (per gli SNP). Come si può rilevare in queste 
figure, con l’aumentare del livello di degradazione del templato, aumenta il numero di 
loci di loci che non forniscono risultati utili (NR o U). Presenti inoltre anche errori di 
genotipizzazione, sia a carico degli STR che degli SNPs. Questi dati, quindi, anche se 
preliminari, dimostrano che neanche la tecnologia di NGS può mettere al riparo da 
possibili errori di tipizzazione (se vengono condotte due sole repliche). 
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Fig. 20. Risultati delle tipizzazioni dai 53 loci STR. C: corretto; NR: no result; U: 
unreliable; W: wrong. 
 
 
Fig. 21. Risultati delle tipizzazioni dai 90 loci SNP. C: corretto; NR: no result; U: 
unreliable; W: wrong. 
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6 DISCUSSIONE 
L’obiettivo di ottimizzare un metodo di degradazione in vitro del DNA in 
maniera economica ed attendibile ha trovato un’efficace soluzione nell’idrolisi al calore 
(70 °C) in acqua. Tale sistema, infatti, si è dimostrato robusto e tale da poter essere 
monitorato mediante lo studio del rapporto UV/RT. Più in particolare, esiste una 
correlazione di tipo lineare tra il tempo di trattamento, la perdita delle basi e, 
successivamente, il decremento dell’amplificabilità del frammento di DNA (62 bp nel 
gene HERT) da noi analizzato mediante qPCR. Rilevata, inoltre, anche una riduzione, 
sempre proporzionale alla durata del trattamento, del peso molecolare del DNA (e 
dovuta a -eliminazione). 
Dei vari set di campioni ottenuti, è stato deciso di sottoporre ad un 
esperimento inter-laboratorio il campione TS (ottenuto da un’idrolisi di cinque ore). Le 
caratteristiche di tale campione, infatti, sono tali (in termini di basso peso molecolare e 
di scarsa amplificabilità) che ben simulano un campione di fDNA dal quale si ottengono 
risultati di difficile interpretazione. I risultati raccolti da ventitré laboratori italiani (più i 
due stranieri), quindi, offrono una buona panoramica degli approcci analitici utilizzati 
per la caratterizzazione di tale campione. 
La determinazione della quantità di DNA nel campione fornito dal CL è 
stata il primo aspetto ove sono state rilevate delle importanti criticità. La quantificazione 
mediante qPCR, infatti, è stata condotta utilizzando diversi kit in commercio. A tale 
proposito, è stato osservato che lo stesso kit, utilizzato in laboratori diversi, forniva 
valori di quantificazione con elevata precisione. Tuttavia, i risultati ottenuti utilizzando 
kit diversi hanno dimostrato che i valori forniti discordano fino a 64 volte. 
Una discordanza ancora più significativa è stata riscontrata nei risultati 
ottenuti dall’utilizzo di quei kit in cui sono incluse una sonda autosomica [Aut] ed una  
Y- specifica [Y] in modalità duplex-qPCR, registrando differenze fino a 112 volte nel 
rapporto [Aut]/[Y] del campione. Tutti questi risultati dimostrano che la quantificazione 
del DNA mediante qPCR fornisce solo una stima relativa dell’amplificabilità e non un 
valore assoluto. Il valore ottenuto, infatti, dipende chiaramente sia dal grado di 
danneggiamento del campione che dalla lunghezza della sequenza target. 
Inoltre, i dati ottenuti dal campione di controllo dimostrano che gli standard 
di taratura di DNA umano inclusi nei vari kit sono quantitativamente diversi. Per tale 
motivo, quindi, sarebbe necessario l’utilizzo di un DNA umano di riferimento stabile e 
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certificato per la quantificazione dei campioni (come quello offerto dal NIST, ad 
esempio) [Kline M. C. et al., 2009].  
Inoltre, è stata eseguita un’analisi circa la qualità dei dati forniti dai 25 
laboratori sulla quantificazione dei due campioni di DNA da noi trasmessi. Dalla nostra 
valutazione è emerso che non più del 52% di questi laboratori si è attenuto alle MIQE 
(Minimun Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) 
[Bustin S. A. et al., 2009]. 
I risultati della tipizzazione STR forniti dai PLs hanno mostrato che la 
qualità dei profili STR ottenuti dal campione danneggiato è stata sempre viziata da 
un’elevata frequenza di artefatti di PCR, così come da noi preventivato. Pacifico, 
quindi, che l’elevata frequenza di tali errori polimerasici abbia reso complessa 
l’identificazione del genotipo di tale campione portando alcuni PLs anche ad errori di 
genotipizzazione e la cui causa è stata individuata nel medesimo fenomeno di  drop out 
che si è sempre verificato nelle poche repliche di PCR (tre o meno) eseguite. Inoltre, 
abbiamo osservato che i vari PLs procedevano alla genotipizzazione del campione senza 
seguire un criterio omogeneo. I dati raccolti nel corso di questo esperimento inter-
laboratorio indicano chiaramente la necessità di procedure operative standard per la 
definizione e l'interpretazione dei risultati della tipizzazione del DNA, come suggerito 
dal SWGDAM (SWGDAM, 2010), soprattutto quando devono essere analizzati  
campioni di DNA “difficili” quali quello qui condiviso. 
Inoltre, i risultati molecolari ottenuti dai vari PLs sembrano dipendono, in 
larga misura, dal kit STR(s) utilizzato, dalla quantità di DNA usato nella PCR, dal 
numero di cicli di PCR e dai parametri analitici scelti per la separazione elettroforetica 
dei prodotti di PCR amplificati (compreso il tipo di sequenziatore automatico 
utilizzato). Il lavoro futuro è quindi già indirizzato ad un approfondimento dei risultati 
forniti dai PL per comprendere l'influenza degli specifici protocolli di laboratorio e del 
ruolo dei parametri analitici nella produzione dei profili genetici. 
Interessante rilevare che l’utilizzo del criterio omogeneo “consensus TSPV”, 
invece, non ha mai portato ad errori di genotipizzazione dei dati molecolari prodotti dai 
25 PLs. Tale metodo, tenendo in considerazione la percentuale delle osservazioni degli 
ampliconi nonché una threshold interpretation di 300 rfu  (quale gray zone), ha di fatto 
solo aumentato il numero di loci non tipizzabili (loci no result o NR) e di loci unreliable 
(U) ed ha evidenziato assetti genotipici omozigoti che non sono a priori attendibili (grey 
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loci; G). In sintesi, quindi, ha fornito meno risultati utili ma ha eliminato gli errori di 
genotipizzazione. 
Tale criterio è stato di seguito utilizzato per verificare la sua utilizzabilità 
anche in analisi condotte su tre set di campioni quantitativamente molto scarsi (96, 48 e 
24 pg per singola PCR), ossia in condizioni LCN. Dallo studio del controllo è emerso 
che è preferibile l’analisi di loci a basso peso molecolare dove l’esecuzione di quattro 
repliche metterebbe al riparo da errori di genotipizzazione (contro le sei richieste per 
loci a più alto peso molecolare).  
Nell’analisi di DNA degradati, invece, la maggior probabilità di errore di 
genotipizzazione si osserva proprio nei loci a più basso peso molecolare in quanto la 
loro PCR fornisce ampliconi nell’80-100 % dei casi. Sempre a causa di sintesi 
“interpretabili”, inoltre, la frequanza di errore è maggiore quando le PCR vengono 
condotte da quantitativi “mediamente alti” di DNA (48 pg) ed in un basso numero di 
repliche (da tre repliche vi è quasi il 20 % di possibilità di errore).  
In ultimo, anche la tecnologia Illumina di NGS (Next Generation 
Sequencing) è stata testata mediante un set di campioni danneggiati in vitro. Più in 
particolare, anche questo esperimento ha evidenziato che la fedeltà dei risultati 
molecolari è strettamente dipendente dal grado d’integrità chimica del templato. Nei 
campioni progressivamente più danneggiati, infatti, si osservava una sempre maggiore 
frequenza di fenomeni di low coverge, interpretation threshold, umbalace e drop out.   
Anche questi set di dati sono stati quindi analizzati mediante il metodo 
“consensus TSPV”. Ciò ha permesso di stabilire che neanche l’esecuzione di due 
repliche di test con NGS mette al riparo da errori di genotipizzazione. Interessante 
rilevare che tali errori si potevano riscontrare solo nei set di campioni in cui la 
percentuale di loci no result (NR), rispetto al totale dei loci studiati, era superiore al 60 
% per gli STR ed al 40 % per gli SNP.  
In conclusione, quindi, l’utilizzo di DNA danneggiati in vitro ha permesso di 
identificare le criticità esistenti nei vari protocolli analitici generalmente utilizzati in 
Genetica Forense, partendo dalla quantificazione del DNA fino all’impiego di 
tecnologie Illumina. In particolare, è emerso che la possibilità di incorrere in errore di 
genotipizzazione non deve mai essere considerata nulla. Ciò di fronte alla “facilità” con 
cui la tecnologia attuale è in grado di permettere la produzione di risultati molecolari. 
Paradossalmente, quindi, il vero limite delle analisi forensi è rappresentato dalla 
sensibilità analitica oggi raggiungibile in ogni laboratorio.  
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